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Ilans von Euler, Lueie Ahlstrom und Bertil HWogberg, 


Vorgiingen herzustellen. welche in das Bereich der Strahlen- 
Mutationen fallen, und an héheren Pflanzen und Tieren bereits 
eingehend studiert sind. 

Gerade im Hinblick aut Mutationsvorgiinge ergibt sich fiir 
die Roéntgenstudien an Hefe ein groBes und wichtiges Gebiet, das 
auch fiir die Giirungsindustrie von Bedeutung werden kann. 

Bei den Hefen, iiber deren Mitose tiberhaupt noch Unklar- 
heit besteht, ist zwar eine-Beziehung zwischen Strahlenschidigune 
und Zustand der vegetativen Fortpflanzung nicht dargetan. Hs 
bleibt zu ermitteln, ob sich in Hefen besonders stranlenempfind- 
liche Teilvorgiinge nachweisen lassen, und unter welchen physio- 
logischen Bedingungen (einschlieblich Sporenbildungen) ihre 
Strahlenempfindlichkeit besonders hervortritt. Von diesem Ge- 


sichtspunkt aus untersuchen wir, welche chemischen Substanzen_ 


die Strahlenempftindhchkeit unserer Hefe veriindern und ob Stotie. 
die bei der Hefe Riesenzellen hervorrufen [Bauch*)] und welche 


in anderen Fillen die Chromosomenzahl bzw. die Mitose beein- 
tlussen, eine wesentliche Rolle spielen. 


Uber die Zellkerne der Heten, ihre Struktur und Teilungsart, 


sowle ihren Chromosomengehalt sind verschiedene Ansichten ¢e- 


co 


iuBert worden. Viele Forscher, darunter so hervorragende Kenner 
der Hefen wie Guilliermond®*) nehmen in Hefen einen Kern an 


Mile 


welcher denjenigen der héheren Pflanzen nicht uniihnlich ist. 


Guillermond stellt aber eine Mitose der Hefe in Abrede. Da- 
eegen beschrieben Fulrmann und in neuerer Zeit Kater. 
Badian, sowie Sinoto und Yuasa’*) mitotische Kernteilungen 
der Hefe. Die beiden japanischen Forscher berichten auch, dal 
es ihnen gelungen sei, Polyploidie an Hefen, und zwar durch 
Vorbehandlung mit 0,1—0,01°/,igen Colchicinlé6sungen hervor- 
zuruten. 

Unter den Arbeiten, welche geeignet sind, in dieser Hinsicht 
sichere Grundlagen zu schaffen, seien diejenigen von Badian’ 
cenannt, aut dessen Beobachtungen iiber Chromosomen-iihnlich 


. Daueh, Woech. f. Brauerei, 59, 1 (1942): Na 

') Guilliermond, Zbl. Bakter. usw. IT, 26. 577 

’) Sinoto u. Yuasa, Cytologia Wap.) 2, 464 (1940/41). Dem 
stehen aber zahlreiche Angaben, nach welchen Colchicin 
hiesenwuchs ausl6sen konnte [Blakeslee. 
(rayvaudan (1939)). 
Badian, B 
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Verinderuneen der Hefezellen durch Roéntgenstrahlen usw. 


kommen; beceate ‘rs weisen wir auf die Arbeiten von Winge hin‘), 
dem man eine neue Hinsicht in den Lebenscyklus der Hefe und 
in den Zustand der Haplophase der Hefe verdankt. 
Krschwert wird die Beurteilung der Beziehung 
Strahlendosen und Zuwachshemmung dadurch, dad, 


an der Knospung beteiligte Hefebestandteile wir noch zuriick- 


zwischen 
wie séhon 
shrere Forscher hervorgehoben haben, bei letzterer 2 Wirkungen 
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2. eine endgiiltige arreversible) letale Veriinderung, eine Ab- 
t6tunge der Zellen. 


Bel jeder der 


ne 


eiden Fille kann es sich um wesentlich ver- 
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Kiweibkorpern und andercrseits um Kernveriinderungen (Chromo- 
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somenveriinderungen): letztere kinnen sowohl letal als vita! sein. 


B. Friihere Arbeiten 


Uber die Schiidigung von Hetezellen durch Léntgenstrahlen 
haben Holweck und Lacassagne?) im AnschluB an ihre Bak- 
terienarbeiten mit Sace. ellipscideus (Stamm Chambertin, Inst. 
asteur) grundlegende Versuche angestellt. Die emgehende Unter- 
suchung von Glocker, Langendorff und Reub (a. a.O.) 

| dab die 
efe durch hohe Strahlendosen weniger 
ceschwicht wird, als diejenige anderer Zellen (letale Dos: 


€ 

iS etwa 

100000 r). Deb versehiedene Mikro-Oreanismen sich durch ihre 
“mpfindlichkeit I] 


falls an Sacc. ellipsordeus (Inst. f. Girungsgewerbe) zeigte, 
Lebenstihiekeit dieser H¢ 


ten oe 


ed mmd 


segen kurzwellige Strahlen stark von eimander 
sabeaaieidan. sing schon aus Versuchen von Salkowitch’) an 
verschiedenen Bakterienarten (b. pyocyaneus, B. prodigiosus, B. colt) 
hervor. Auch zwischen einzelnen Heferassen bestehen erhebliche 
Unterschiede in der Strahlenempfindlichkeit. Dies zeigen u. a. die 
beutin (a.a.O.) welcher in Bickerhete vorkommen 


lo 

Cilcle 

t iy a - - 1 var , . ; +e L : ‘. os Jae y { 
Heterassen und Stumme ren ceziuchtet hat. Nach seinen f est- 


1/7 “ 
Versuche von 


y L} I Curispe) Diin.) 2) 
Pe? 
. ) - 
HI \i } \ Ne i LG.» } 
1é}4 7-4 
w 








{ ltans von Kuler, Lucie Ahistr6m und Bertil Hogberg, 


stellungen ist die Strahlenempfindlichkeit mycelbildender Rassen 
‘iuBerst gering; diejenigen Rassen der ‘Torulagruppe, welche kein 
Mycel bilden, sind empfindlicher. 

Sogar im engeren Rahmen der Kulturhetfe Sacc. cerevisiae be- 
stehen erhebliche Unterschiede. Der von uns vor einiger Zeit 
untersuchte Stamm (Unterhefe H) erwies sich viel empfindlicher 
als den Angaben iiber andere Rassen und Stiimme entspricht. 


\llerdings ist hierzu gleich auf den groben EinfluB der iiuBerer 
Bedingungen hinzuweisen. Unter den 8.7 ree calle Um- 
stiinden hegt die Halbwertsdosis unserer Hefe bei etwa 30000 r, 


vemessen 5 Stunden nach der Bestrahlune. 

('nmittelbares Absterben der Zellen nach Bestrahlung trat 
mit den von Lacassagne*) meist verwendeten Dosen fast nie 
ein. Nach einigen Stunden hatten sich die meisten der vor der 
Bestrahlung isolierten Elemente verdoppelt; eine gew sse Anzahl 
der Zellen, welche im Moment der Bestrahiung gerade ‘hre Tei- 
lung beendigten, bildeten Anhiufungen von 4 Zellen... Die 
schiidiche Wirkung der Strahlen zeigte sich aber darin, daf die 
Zellen sich nun nicht weiter vermehren konnten; das Absterben 
war nur aufgeschoben und trat erst nach einer, iibrigens anor- 
malen, Teilung ein.“ Erst nach viel stiirkerer Bestrahlung beob- 
achtete’ Lacassagne auch unmittelbares Absterben der Hefe- 
zellen. 

Die Wirkung einer gegebenen Réntgendosis wurde ferner 
von den beiden Faktoren Zeit und Intensitiit unabhingig ge- 
funden, Ergebnisse, die spiiter von Beutin durchaus bestiitigt 
wurden. 

Im Gegensatz zu friiheren Angaben fanden Lacassagne und 
Holweck durch schwache Bestrahlung niemals eine Erhéhung 
des Zuwachses der untersuchten Hefe. Bemerkenswert ist auch 
das Ergebnis dieser Forscher, daB die Strahlenempfindlichkeit der 
Hefe Sacc. ellipsoideus in der Vermehrungsperiode nicht gréfer 
ist als die der ruhenden Zellen ?°), im Gegenteil findet Lacassagne 
die &lteren und ruhenden Zellen empiindlic her als die.jungen, im 
Zustand der Teilune befindlichen. In dieser Hinsicht bestehen 


" 1 
ne u. Monot. beobaehteten an Krebseewebe wiihrend 


} ia » ae eS eee : 1 » NIs+, , ° ° . : ; 
der Bestrahlune keine Mitosen, sondern erst einige Stunden nach der Be- 


} . e ey } } ® ° , ax 7 ij 4 ] 7? » ‘ 
Luther Strahlenther. 6s, 1d) (LY4Q)] kommt allerdings sui Grund 


seiner Beobachtunge zum SchluBb: Die Mitosenzahl zur Lei der Bestrahluing 


2 MT) | Padanty ee A ) ‘ . P 
scheint ohne Bedeutung fiir das Ausmafi der Strahlenwirkune zu sein. 





Veriinderungen der Hefezellen durch Roéntgenstrahlen usw. D 


wesentliche Unterschiede zwischen dem Verhalten von Hefen und 
demjenigen von Tumoren, und iiberhaupt von solchem Material, 
bei welchem der mitotische Zustand die Strahlenwirkung be- 
einfluBt?°). 

Kir das Verstiindnis der Vorgiinge be: Bestrahlungen ist die 
Hrage nach der Abhingigkeit dex Strahlenwirkungen vom Ver- 
mehrungszustand bzw. von der Mitose iu8erst wichtig. Jiingling 


4 


und Langendorff!) sprachen sich kiirzlich in einer Untersuchung 


menschlicher Tumoren folgendermaBen aus: ,,Alle bisher quantitatiy 
untersuchten piianzlichen und tierischen Gewebe zeigen bei ge- 
niigend hoher Dosis einen steilen Mitosenabfall (Primiretiekt) bis 
zu einer mit steigender Dosis immer zunehmenden mitosetfreien 
bzw. -armen Zwischenzeit, die von einem dosenabhiingigen, bei 
mittleren Dosen den Ausgangswert tiberragenden Wiederanstieg 
der Mitosenzahl (Sekundirefiekt) gefolgt ist.“ 

Kin Anhaltspunkt beim Suchen nach strahlenempfindlichen 
kKernbestandteilen ergibt sich aus aer au8erordentlichen Resistenz 
niedrigmolekularer organischer Stofte gegen Réntgen- und 
Radiumstrahlen. Da eine spezitische Absorption fir Réntgenstrahlen 
nicht besteht und jedes Atom mit der gleichen Wahrschetuhchkeit 

cetroffen wird, muf die verschiedene Empfindlichkeit verschiedener 
Gewebe davon abhiingen, welche Folgen die Ionisierung eines Atoms 
aut die Stabilitiit und a Neuanordnung eines getroffenen Molekiils 
oder Molekiilteils hat. Wenn es auch nicht ausgeschlossen ist, dab 
der eine oder andere niedrigmolekulare Stoff noch entdeckt wird, 
welcher besonders erobe Empftindlichkeit zeigt, so lige es doch 
nahe, die Rontgenempfindlichkeit unter den hoch- und héchst- 
molekularen Stotfen, besonders unter den Proteinen zu suchen, und 
zwar schon in Riicksicht auf die molekulare Gribe und die ‘Treff- 
wahrscheinlichkeit eines Molekils. Hier sind aber zwei Tatsachen- 
vrappen zu beriicksichtigen, welche 1. Mnzyme und 2. Viren betrefieu. 


Isolierte Enzyine haben sich, soweit saree untersucht, als resistent 


regen Ront: seat bai bis etwa 10000 r erwiesen. Dab Hetezellen hinsichtlich 
threr Atmung (Sauerstoffzehrung) und ihrer leaawinca cd (iiirunge geen 
Rontgenstrahlen wens emptindlich sind, ist an verschiedenen Ileferassen 
sezeigt und von mehreren Forschern (Wye k off, Wels und Osann u. a.) 
wiederholt bestitigt worden. An einer untergiirigen Bierhefe (reiner Stamm HH 
hiesigen Hiunburger Brauerei) fanden wir , um nur ein Beispiel an 
Pun ng I iO tr, Strahien 68, 15] ey 
Kuler, Ah] eae SY. | Akad. Ark. f. Kemi 16 A 








(5 Ifans von Euler. Lucie Abhistrom und Bertil Hoégbere, 


gufithren. nach Bestrahlunge mit 30000 r eine Abnahme der Giirungseeschwin 


digkeit um 10°). Diese gveringe Schiidigung der Giirwirkune steht dureh-. 
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ercinstimmung mit der geringen Empfindlichkeit gegeniiber Réntgen- 
dosen unter 20000r yon Enzymen und Enzymsystemen, welehe aus ver- 
schiedenem pilanzlichem und tierischem Material stammen und entweder 
in situ untersucht oder aus dem Material isoliert worden sind. 
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en wir hier nicht niiher eingehen, um 


weniger als in den meisten Fiillen die Bestrahlunesdosen und Versuchs- 


’ } ‘ 
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een + | He 4 ] , ai. eee ‘ +7 ] \ ] LS ol } | Be mn ; ™ 
sich an Wataiase, bhnospiratase und Nuecleotidase nach hont@endosen 1 


{GUVU0V— -UU00 r in destrantten sSarkomen kKeme inaxtivierune, wo 
7 . . | 7 e 3 bad ° * 
kleine Erhéhune der enzvmiitischen Aktivit: 


¥ 


erst mit ¢réberen Dosen werden Sehiidiguneen von Enzvinen 
(,ewi } Cl oder ext rakten erreicht. 

Besonders zu erwiilnen sind Iner die Arbeiten an Tumorgeweben yon 
Crabtree!'*), Tolmes?’), Tansley u. Mitarb.'). IHlolmes fand (1939) enzy 


matische Milchsiurebildunge strahlenempfindlicher, wenn Glucose, als wenn 
iosphat als Substrat verwendet wurde. 

cereinigte Phosphatase aus Pferdeniere mit starken 
Rontgendosen (8e000—70000 r) bestrahlt und dadurch erhebliche Abnahme 
der Aktivitit erzielt. 


? ° . ee , = 1. ee way ease eer . 
Im aligemeinen erweisen sich die Hydrolasen resistent gegen kurz 
| fe Je ] eb r PPE [eg Llane [ho gnoreee 2 : = gee +> . a —— 
wellige Strahlen. Die Zellensehiidigungen baw. Wachstumsheminungen 
wa », ‘ ‘ 1. , . ‘ = 
diirften an den Enzymsystemen der Synthese einsetzen. 


ve 4 {° Ot snlamarhoa : rio , 7 
Viren. Unter der umfangreichen biologischen stoftklasse, welche 


, : * ce) } : 

der eine you uns als Enzymoide zusammenectabt hat, sind nach neueren 
1 ; — ‘ : 1 1 ss } a 2 ea \ a 19 

Ergebnissen von Laeassagne'™), Giinther, Haagen u. Gebert", 


‘ ri ‘ y } be acy ‘  . — a i ee ee + {2 . 
Syverton. Berrv u. Warren’’) wenigstens in yitro ‘Lumorviren auber- 


ordentlich resistent veven Roénigenstrahlen. ios werden nit anderen Worten 
Million r) gebraucht, um 


sehr hohe Dosen (Grébenordnung 1O0O000r bis J 
Viren, wie z. B. die des Kaninchenmyxoms und Shopepanilloms 


zu inakti 
bereits isoliert und eingehend untersucht 


i 


vieren. Nun sind Viren, soweit sie 


14) G.v. Hevesy u. H.v. Euler, Sv. Vet. Akad. Ark. f. Kemi 15 A, 


2) Kuler u. Laurin, Diese Z. 106, 312 (1919), 


4a) Crabtree, Biochemic. J. 29, 2354 (1935): 30, 2140 (1936). 
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Bbarabara Holmes, Biochemie. J. 27, 391 (1933): 31. 1730 49 
> > 7.)™ cpeypié 
Proce. Roy. Soc. B 12 220 (1939) 


©) Tansley, Spear u. Mitarb., Brit. J. ophtalm 21, 273 (1937 
7) 1). Albers, Biochem. Z. 306, 143 (1940). 
Lacassagne, C. r. Soe. Biol. 123. 736 (1931 
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Giinther, Haagen u. Gebert, Naturw. 27. S58 (1939 
Syverton, Berry u.o Warren, J. exp Med. 73. 14) 
14, 223 (1941 . 
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sind, als Nucleoproteine oder nucleoproteidhaltige Komplexe erkannt worden. 
Man kann also eine hohe Strahlenempfindlichkeit nicht unmittelbar auf den 
Nucleoproteidgehalt eines Zellbestandteils zuriicktiihren. 

Zusammenfassend kann also gesagt werden, dab zur Totung 
ler meisten der untersuchten Hefen fast die gleichen Réntgen- 
losen erforderlich sind, wie zur irreversiblen Inaktivierung der 
Knzyme, nach bisherigen Angaben auch geringere als zur ‘Tétung 
der Viren. Dagegen geniigen schon viel kleinere Dosen zur (rever- 
1b] Hemmune der Fortpflanzunesfiihigkeit der Heten. 
Roéntgendosen kommt zu den S. 3) erwihnten 
peiden Wirkungen der reversiblen Schwiichune und der Abtétung 
ls wesentlicher Effekt die Mutation. Auf letale und 
enmutationen bei Hefen hoffen wir spiiter zuriick- 
yzukominen. 

Methodik 

Als Hefematerial benutzten wir die reine, in diesem Institut 

iclfach untersuchte Brauerei-Unterhete H der hiesigen Hamburger 


I 
er > 
> 


Brauerei, welche uns aus dem Reinkulturapparat der Brauerei zur 
Verfiigung gestellt wurde. Sie wurde zuniichst kurz (1—2 Stunden) 


Tt 


in Leitungswasser gewaschen und dann in der Weise weiter ver- 
wendet, wie es bei der Beschreibung der einzelnen Versuche 


angegeben ist. Vom Alter der Hefe und ihrer Vorbehandlung 


sowohl die Wirkungen der Réntgenstrahlen als auch diejenige 


ate oat 
SInG 


chemischer Stofte in hohem Grade abhingig; besonders gilt dies auch 
beziiglich der Form der Wachstumskurve nach der Bestrahlung. 


' 
‘ 
’ 


Réntgenbestrahlung. Die Mehrzahl der hier be- 
Bestrahlungen unserer Hefe wurden mit einem 
Siemens-Stabilivolt-Apparat ausgetihrt, welcher uns vom Radio- 
piysikalischen Institut des Karolinischen Krankenhauses, Prof. Rolt 
ievert, freundlchst zur Verfiigung gestellt wurde. Die Bestrahlung 
erfolete mit ISO KV, 4mA, Filter 1 Al. Intensitiit wihrend jeden 


¢ 


Versuches konstant, aber in den einzelnen Versuchen wechselnd 
im allgemeinen 15—20r/Sek. Die zu bestrahlende Hefe befand 
sich in Glasschalen von etwa 40 mm Durchmesser, die im Abstand 
von 2ZO0ccim unter der Réntgenrbhre aufgestellt waren. 

Die ‘Temperatur im Mittel 20° wurde bei der Bestrahlune 
lurch keine besondere Anordnung konstant gehalten. {Dab keine 
erhebliche Abhiingigkeit des Bestrahlungseftektes von der Tempe- 


ratur besteht. erwiihnten bereits Lacassagne und Holweck 


(Compt. rend. Soc. Biol.104). Vel. auch Glocker, Z. f Physik 77. 





x Ilans von Kuler, Lucie AhIstrém und Bertil Hégberg, 

ll. Messung der Zellenzahl. In friiheren Untersuchungey 
iiber den EinfluB der Roéntgenstrahlen aut Hefezellen wurde nach j 
dem Vorgang von Holweck und Lacassagne die Hefe aut 
trockenen Niihrbéden (Bierwiirze-Gelatine) bzw. Traubenzucker- 
agar bestrahlt und ausgezihlt. Glocker, Langendorff und 
Reuss (a. a. O., welche thre Methodik genau beschreiben, nehmen 
die Auszithlung genau 24 Stunden nach der Bestrahlung yor. , 


Dadurch wurde die ,Schidigungszifier“ festgestellt. Bei der ersten 
Zihimethodik werden diejenigen Zellen, die sich noch im Ein- 
oder Zweistellenstadium befinden, als geschiidigt angesehen und 
in Prozenten der insgesamt im ausgeblendeten Bestrahlungsfeld 
vorhandenen Zellen ausgedriickt. Bei einer zweiten Zihlmethode 
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Fig. d. Wirkung von Rontgenstrahlen auf Hef 








Nach Gloeker,. Langendorff und Reuss 


wurden alle Zellen als geschiidigt angeselhen, die das Vierzellen- 
stadium noch nicht tiberschritten hatten. Es wurde, dann di 
Halbwertzeit t:,, ermittelt, d.h. die bestrahlungszeit, die 50 von 
100 Individuen schidigt. Dann wurde das Verhiltnis der Dosis 4 
zu der Halbwertdosis gq), bei der betreffenden Wellenliinge in 
vorstehender Figur autgezeichnet. 


Bei der itiberwiegenden Mehrzahl unserer Versuche haben 


; 7} ; . Tart’ ; 1. eo ; 
wir — abweichend vom Verfahren von Lacassagne, Langen- 
dortt u.a. — die Hefe in Emulsion den Strahlen ausgesetzt. 


Die Hefe befindet sich dadurch in demjenigen Medium, an 
welches sie angepaBt und mit welchem sie vorbehandelt ist 


“s 


in welchem ihre Weiterentwicklung unter natiirlichen Bedingungen 


4 


uUnG 


vertolet werden kann. Gewiihlt wurde diese Methode ferner in 
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Riicksicht auf die-Fortsetzung dieser Untersuchung, wobei die 
Entwicklung der Hefenzellen verglichen werden soll: 

einerseits nach Eintlu&8 der Roéntgenstrahlen, 

andererseits nach und unter dem Hinfluf mutationsauslisender 
und Polyploidie erzeugender Substanzen. 

Die bestrahlten Emulsionen blieben dann bei gemessener 
he Beas stehen und wurden von Zeit zu Zeit in der 

irker - Zeissschen Rechenkammer  ausgezihlt. Die ent- 
aopecioenten Auszihlungen wurden an den gleichen Emulsionen, 
die nicht bestrahlt waren, unmittelbar vorher und nachher an- 
gestellt. Die wesentliche Fehlerquelle dieser Methodik hegt im 
Abpippetieren der unmittelbar vorher gut durchgeschiittelten 
Emulsion. Parallelversuche zeigen nicht unerhebliche Streuungen, 
und zuverliissige Resultate kann man also nur aus Mittelwerten 
mehrerer Versuche gewinnen. Jedenfalls setzt die Methodik, um 
zu einer Genauigkeit von etwa 5°’, zu kommen, sowohl Ubung 
als exaktes Arbeiten voraus. 

Bei der Bestrahlung der in einer Nihrlisung emulgierten 
Hefe sind wir in zweierlei Weise vorgegangen: 

In den ersten Versuchsreihen haben wir die gewaschene 
trische Unterhete in so wenig Phosphatputierlésung aufgeschlemmt. 
daB auf 5 @ Hefe 10 ccm Phosphatputfer kamen. Diese Emulsionen 
wurden in Schalen von 40 mm Durchmesser in einer Schichtdicke 
von rund 4+ mm der Réntgenstrahlung ausgesetzt, und zwar ohne 
dariiberliegende Glasplatte. Nach der bBestrahlung wurde dann 
diese recht dicke Emulsion ohne oder mit Zusatz von Wiirze oder 
Hefenkochsait so verdiinnt, dab sie in der Biirkerschen Rechen- 
kammer ausgezihlt werden konnte (2000—4900 Zellen je cmm). 

[un anderen Versuchsserien wurde die Bestrahlung direkt in 
so verdiinnter Emulsion (Nihrlésung) vorgenommen, daB diese 
nach der Bestrahlung unmittelbar in die Rechenkammer tiber- 
eefiihrt werden konnte. Monilia-Hefe wurde aut festem Nihrboden 
bestrahilt. 


} 


In der Rechenkamme! 


Wir haben versucht, die Bestrahlung direkt in der biurkerschen 


ee : a ee : : es a = 7 : : . Y ae : : 
nechenkamme, vorzunehbmen, besonders ult die Verinderungen 


‘ < ) ) Ts se | iro + . } _ me ig = ] —— . . 5 ae 1 
ies Hetenzuwachses uniittel bar verfoleen zu ko6nnen. Es ha 
one nines ae F \f a & Sones en, ~ 

S1Cii SeEZE1SL, dab diese Method lik pel KleInen \ eCrsucnsZeltenu 


1 


o> ere ee ; : ; aod oe ae . ‘ - 
s 12 Stunden, etwas weniger cut auch bis 24 Stunden sen? 
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brauchbare Resultate hefert, wenn mit verhiltnismiBig niedrigey 
Zellenzahlen begonnen wird. Die Absorption durch das Deckelas 
mu natiirlich in Rechnune gezogen werden. In unserem Fal\ 
betrug die Absorption rund 


(il. Untersuchung der Zellenbeschaffenheit. 1. Die 
toten Hefezellen haben wir durch Fiirbung mit Methylenhlau 
ermittelt und geben das Verhiiltnis der gefiirl 


‘ 


‘ten ZAellen zur 


Gesamtzahl an?*). Gergen diese Methode. Hefezellen als tot ZU 
kennzeichnen, sind zwar Einwiinde gemacht worden: dieselben r 
diirften i nis, wo es sich um einen Vereleich zwischen vleich- V 
artigen (bestrahlten und unbestrahlten) Emulsionen handelt, nicht n 
zutretien, oa haben uns bei der Austiihrung der Methylenblau- Z 
firbung an die von Kink und Kiihles-!) gegebene Vorschritt 
eehalten und also mit einer Lisung gefiirbt, welche ein Phosphat- 
puffergemisch von p,,4+,6 und Methylenblau puriss. in Verdiinnung F 
L:10C000 enthielt**). Reaktionszeit 3 Minuten. a 
Die vergréBerten Zellen. In den von uns angewandten ¢ 
Kmulsionen tritt wihrend oder unmittelbar nach der Réntgen- : 
bestrahlung bei vielen Zellen eine Volumzunahme bis etwa 50°), c 
ein (vgl. 8. 16). Wir haben versucht, diese vergréBerten Zellen, | 


welche in viel gré8erer Zahl auftreten als die sogenannten Riesen- 
zellen, quantitativ zu bestimmen. 


Versueche 


Unsere *’) frither «aneetiihrte Versuchsreihe 1 unterscheidet sich vou 
allen hier angegebenen insofern, als die Reinkulturhefe (Unterhefe H) durch € 
langes Waschen ausgehungert und also geschwiicht war, und sich nach der 


Bestrahlung in einer an Niihrsubstrat armen Phosphatpufferl6sunge befand. F 
Kerner waren wir fier von verhiiltnismiibig zellreichen Emulsionen aus : 
gvegangen (6,800--7,200 Zellen je ¢mm). Dies kommt zum Ausdruck in der ' 
Form der Kurven (a. a. O., Pig. 1), welche auf Grund der Mittelwerte der I 
Zellenzahlen (vel. foleende Tabelle) gezeichnet sind. Die Ziihluneen waren 


nach 26, 50 und 76 Stunden (20 Minuten) yorgenommen. Die Kurve nm sind 
auf den gemeinsamen Ausgangswert 7,000 reduziert*"). 
) Fink u. Rithles, Diese Z. 218, 67 (1933): 195, 215 (1931) 
') Wir verweisen aueh auf die methodis 
und Florell (Sv. Vet. Akud. Arkiv f. Kemi 
~) Kuler, Ablstrém u. HéGebere, Sv. Vet. Akad. Ark. £. Kei 
IGA, Nr. 5 (1942), 


Das von Wykkoff u. Luyet Radiology 17. 1171 (931)) er 
} 


| 
che Unte rsuchune von itule. 


om] pe 


r. 18, (1918)). 


ee? | : ee —_ 1 . . . 74 - ‘ > | ** ° 
wiihnte Auftreten zweizelliger Formen wurde bestiti 


J. exper. Med. 52, 535. 769 (1930). 
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i ; Zellenzahl je cmm nach 
Routgendosis 


26 Stunden 50 ) Stunden 76 Stunden 





Ohne Bestrahlune . ~ 17,500 24 200 | 33,000 
io00d0r. . . . 12,800 17,300 | 22.600 
ee eae | LO,700 15,100 17.900 
SUG Ts ee w | S900 11.000 12,600 
Die Z llenverm Une 1D rhalb der ersten 24 Stuncuen 
, } } + ] | >? } TA 
LiGit wwHer VeriO yOraeu ya SIC FGeradce LkCSCL Zu) ( 
; i: ’ rn aie {ts } oo Fy -< ms oe , a 3 3 We ry i? : V4 sche 
verschiedenen Kiniliisse der es rahiune aur aie hele geitend 
s | r 


machen, wurden in allen spiiteren Versuchsreihen die Zellen- 
Zihlungen innerhalb der ersten 24 Stunden vorgenommen. 

In den Versuchen 2—7 haben wir untersucht, in welchem 
sich die Zellenvermehrung mit unserer Methodik reproduzieren 
Hit. Wir haben dazu mit emer Rodntgendosis von 20000 r ge- 
arbeitet (Bestrahlungszeit etwa 24 Minuten). Da, wie oben erwiihnt, 
das Alter der Hefe und ihr Zustund von wesentlichem HintluB 
auf die GréBe und Art der Strahlenwirkung ist, so haben wir in 
der ganzen Serie die Hefe eleichartig vorbehandelt. 

Die Ifefe wurde am Versuchstage gewaschen und zentrifugiert. (llr 
(Yehalt an Trockensubstanz betruge durchsehnittheh 25 °/.). 5 @ wurden iit 
10 cem m/10-KTI,PO, verrithrt und diese Suspension bestrahlt. Nach dem 
Bestrahlen wurde mit Wasser auf 20 cem verdiinnt. Q,15 cem der ver 
diinnten Suspension wurden zu 100 ccm eimer Niihrlésung hinzugefiigt, die 


' 


(sineose, 0,05°/, KHJPO, und 5 cem einer 8°/,igen Bierwiirze enthielt. 

Die Zahl der unbestrahiten Zellen nimmt mit der Zeit (bis 
etwa 20 Stunden) recht genau proportional mit dem Logarithmus 
der Zellenzahl zu, und zwar sowohl bei starkem Wachstuin 
der Hefe (Verdopplung der Zellenzahl in etwa 3 Stunden) als 
bei schwachem Wachstum (Verdopplung der Zellenzahl in etwa 
10 Stunden). Als Beispiel geben wir den Versuch 2a an. 





Stunden Unbestrahlt ?0 000 r 
() {OOO L000 
r y LOO 1 HV 
» 290) ().45( 
1G 1244 6,000 








1 ’ 


Von zablreichen Versuchen sind sechs weitere in den Hie, 2 
is Ob graphisch dargestellt. 

Was den Zellenzuwachs der bestrahlten Hefe betrifft. s 
erliuft die Kurve yon einer gewissen Zeit z. B. 5 Stunden nac! 





ermitteln 


a 
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der Bestrahlung an, recht regelmiifig, wie folgende Figuren zeigen, 
Kintflu{ der Réntgendosen auf die Hefen- 


den 
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Fig. 2. Versuch 2) 
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wicklung, indem wir nach gewissen Zeiten den (uotienten de: 
lenzahlen der bestrahlten und der unbestrahlten Hefe feststellen. 
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Unter der (sicher nicht genau zutreffenden) Annahme, da& 


dieser Quotient den Anteil der nach der Bestrahlung noch unver- 
‘indert vorhandenen Zellen angibt, wiirde sich in der Zeit zwischen 
5 und 16 Stunden der Effekt der Bestrahlung aus 5 Parallel- 
versuchen folgendermaBen ergeben: 


5 Stunden. . . O,85 0.77 OS? 0,87 0,78 

l§ Stunden. .. 0.6] 0.65 0.78 0.4] 0.67 . 

\Mittelwerte (Juotienten sind also: O.S3 und 0,63 
fptniannirnigatittahtapattateninanicitesnianitaimstiat 
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‘ 


| " i | a Y Y ips a) f 1 + ep bby x . | te <7 + “ ] 
Vie Veutune diese} evil trilit, wie schon erwiihnt, nicht 
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Jus labt sich zuniichst durch Methylenblaufiirbung feststellen, 
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dati zu diesen Zeiten nur ganz wenig (2—9°/,) tote Zellen vor- 
handen sind, es sind also zu dieser Zeit nicht etwa 37—17 = 20°, 
der Zellen abgestorben. Man kann diesen Betund moglichst 
hypothesenfrei so ausdriicken: Die Teilungsgeschwindigkeit der in 
lay rsuchten Periode (5—16 Stunden) vorhandenen Zellen h: 
der untersuchten Feriode (da—LoO Stunden) vorhanaenen Aelien hat 
wiihrend dieser Zeit um rund 20°), abgenommen. In welchem 


Mai diese Abnahme reversibel ist, liBt sich vorliufig aus diesen 


. 7’ 
ersuche 
{> / rN 


Zahlen noch nicht entnehmen, aus einer Hortsetzung der \ 
. . : Om 4 ies Zi en estos : 
vissen wir nur, daB nach weiteren 36 Stunden eine Erholune ein- 

ee ae te me ee 1 V uch 3 a he 
SPei.reten Ist. betrachten wir etwa den e€rsuc YJ, SO KOoNnnNenN 

. i 8, . r : . 7 = 7 ys ts IT) : % "7 
wir sagen, daB die Zellenvermehrung durch die Ro6nteendosen 
20 G00 r um etwa ?!/, Stunde verzécert worden Ist. 


Die Serie 2. in welcher die Versuche 2a—6b, wie oben 
zelet. befriedigend miteinander iibereinstimmten, nimmt in de 
Periode unmittelbar nach der bBestrahlung bis 5 Stunden einen 
viel weniger einfachen Verlauf. Die folgeude Aurve Hie. 7 zeigt 
daB in der 1.Stunde nach der Bestrahlung die Teilungseeschwindig- 
keit sehr gering ist, in den niichsten 2 Stunden stark ansteiet, 
und nach emer etwa Ystiindigen Rehe nochmals zunimmt. Um 
den Verlauf dieser Kurve auszuwerten haben wir noch weitere 
Versuche angestellt, bei welchen die Vorbehandlung der Hefe 
ein wenig von der oben angegebenen abweicht. Die dabei er- 
haltenen einzelnen ‘urven kénnen nicht zur Deckung gebracht 
werden, aber unser erstes Ergebnis konnte insofern reproduziert 
werden, als zuniichst in der ersten Stunde die Teilungseeschwindig- 
keit sehr gering war (diese Periode variierte -von 35 Minuten 
bis 65 Minuten) und dann zweimal ein <Ansteigen der Teilungs- 


nearer igh - srk wo wee . . weve : gl 4 , 
veschwindiekeit eintrat?>) Der erste Anstiege setzte einmal in dei 


® N 79 } te ct sy . i” . we +17 ‘ | er r a | y, . 
2, Stunde, em anderes mal in der 4. Stunde ein. Die Zahl dear 
+7\4 . 1 eee IP } . Or era y =e ee ' 4 : ‘ 
toten (mut Methylenblau farbbaren) Zellen itiberstergt auch bei 
is ig et ae See Se aii ‘ . ] + 747) ” an = 

diesen Versuchen nicht 5°/, der Gesamtzahl. Otfenbai superpo- 


nieren Sich hier zwei Wirkungen: 1. die bestrahlte Hefengeneration 


erzeugt Zelleu, welche gescnwiicht sind, deren Nachkommen aber 


i 
. 17 s ‘ Oe ee a 2, are. eee ne er 
sich schnell erholen. 2. die bestrnbite Hetengeneration enthilt 

1 r } a) 4 r “yy . >. nt ea 4 ‘ { ] —<t . ? — 

und erzengt Zellen, welche zwar nocn richt tot (Methylenblau- 
her 3 7 = 7 Eee . Seer ree me reay '6 Demon BB oo 1 Sipura tae . 
farpvar) sina, adver elne gerimge Peilungsge: chw iIndig ‘Kell Wiihrend 
: 6 ae |S | ert ee 
vieler Stunden auirecht erhalten. 

kis handelt sich hier vielleieht ttihh emen periodischen Ablaut CLES 
Bestrahlungsetiektes, wie er von S1evert und Forssberge Veta Rar 
12. DoD (195] an Drosophila kuiern eetunden vnc kiirztich Von f rf 
Acta Radiol. Pv. 237 O41)! theoretisch behandelt wurde. 
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Veriinderungen der Ile 

Was die Vorbehandlung 
Aciditiit untersucht, und zwar 
Nihrlésung, in weicher sich die 
auf die Aciditit pyy=2,5 bzw. 


(15 000 r) ergab nur einen geringen Unterschied hinsichthe 


creschwindigkeit: gegen die Er 


. + ° 1 re ] 
Zellenzahl zwischen unbestral 


fezelien durch hontee. 


Ld: 
betrifit, so haben wir u. a. den Einflub der 
welehen die 
Hefe wihrend und vor der Bestrahlung befand, 
do eingestellt war. 


Parallelversuche angestellt, bei 
Der Bestrahluneseintlup 


wartung war bei p,;,;=5,5 d: 


. 


ilter und bestrahiter Hefe eréber als bei 
) 
) 


‘> | i Tar’ i , . » r ‘ - 7 } ‘ . ‘ f n sy) F 
Dy = 4, Die Ursache dieses Befundes liegt wohl darin, dab bei py,=2 
.° r 1 . . . . »° - ge 
die Aellen bereits in einer gewissen Richtune gesehiidigt waren 
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1G tans von Kuler. Lucie Ahistrém und Bertil Hogberg, 


Strahlenwirkung von der Strahlendosis. Berechnen wir, wie dies 
oben fiir eine Versuchsreihe mit 20000 1 geschehen ist, das Ver- 
hiltnis der von einem gewissen Ausgangswert nach 5 Stunden er. 
haltenen Zellenzahlen fiir die untersuchten Strahlendosen von 
5000 r bis 50000 r, so ergibt sich folgende Beziehung, welche 
aber, wie betont sei, rein zahlenmiibig ist und den realen Inhalt 


der Strahleneftekte nicht hervortreten liBt: 
eeenrona@oes, F 4. se be es NOOO LOQ000 20 000 30 OOO DO OOO 
Relative Gesamtschiaizune, 7) 2 wi ol ah 
Proz. Ante der toten (Mb-tiirb- } Y 12 

baren) Zellen | is , 


Unter den gefiirbten Zellen beobachtet man neben normalen 


Formen auch auttallende Degenerationsformen, die wir noch nicht’ 
niher quantitativ erfassen konnten: ihr Verhalten zu Jod und bei 
der Plasmalreaktion (Feulgen) scheint gewisse Autschliisse zu geben. 
Wie schon eingangs erwiihnt, halten wir es fiir die wesent- 
lichste Aufgabe in diesem Forschungsgebiet, die chemischen und 
physikalisch-chemischen Vorgiinge, welche den biologischen Wir- 
kungen der Réntgenstrahlen zugrunde liegen, aufzukliiren. Wir 
haben deswegen yersucht, die durch die Bestrahlung veriinderten 
Hefenzellen in verschiedener Weise zu kennzeichnen. Farbe- und 
Reduktionsmethoden haben bisher zu keinem deutlichen Ergebnis 
gefiithrt. Dagegen scheint die nach der Bestrahlung sehr schnell 
eintretende Anderung des Zellvolumens bemerkenswert: 
Abgesehen von den eigentlichen Riesenzellen, welche nur 
einen geringen Bruchteil der gesamten Hefemenge ausmachen, 
trat bei unseren Versuchen regelmiibig eine VergréBerung des 
Volumens bei einem wesentlichen Anteil der Zellen ein. Nach 
der Bestrahlung mit 50000 r, nach welcher iiber 7/, tote, Mb- 
firbbare Zellen vorhanden waren, erwiesen sich von den nicht 
farbbaren Zellen etwa 40°, wesentlich vergréBert. Wir 
haben iiber den Grad der VergréBerung noch keme genaueren 
Messungen angestellt; wir schiitzen dab die Vergréferung jeder 
solchen Zelle etwa 30 °/, ihres Volumens ausmacht. Die ver- 
gréBerten Zellen sind lebensfihig; im Verlauf eines Tages nimmt: 
die relative Zahl der vergréBerten Zellen ab. Whe sich die Fort- 
pflanzungsfiihiekeit der vergréBerten Zellen zu derjenigen der nicht 
vergr6éBerten (normalen) Zellen verhilt, kénnen wir noch nicht 
sagen: es scheint, dab die vergréBerte Zellengeneration allmiihlich 
wieder zum ‘Teil ihr normales Volumen annimmt. 
Nach dem gecenwiirtigen Stand unserer Untersuchung handelt 
Bestrahlung 


. 7 ny ° } i . y ok e* 7) ! } 
es sich be: der beobachteten Volumenvereribberune durch 


um 

und 
dur¢ 
in € 
in J 
den 
and 
hauy 
wir 


Einv 


gesc 
Nuc 
iiben 
ZWal 
Best 


bere 
Dd ec 


die | 
geha 
Die | 
keit 


dose 
dies¢ 
mitt] 
schie 
prote 


heste 


Rev. : 


Hi 





t-dosen unter 


Veriinderungen der Hefezellen durch Réntgenstrahlen usw. 17 


um eine osmotische Erscheinung, welche yon der Konzentration 
und der Zusammensetzung der umgebenden Liésung abhiingt und 
durch die Réntgenstrahlung stark beschleunigt wird. Man wird 
in erster Linie eine Anderung der Permeabilitit der Hefenzellen 
in Betracht ziehen, welche ihrerseits das Gleichgewicht zwischen 
den Enzymsystemen der Kernelemente bzw. den Volutinkérnchen, 
anderen kernartigen Bestandteilen”*) und dem Hyaloplasma, iiber- 
haupt der Umgebung, stort. 
wir beschaftigt. 


Mit diesbeziiglichen Versuchen sind 


Einwirkung von Rontgensirahien auf den Nucleinsauregehalt der Hefe H 


In der Erwigung, daB die Hemmung der Fortpflanzungs- 
geschwindigkeit durch Roéntgenstrahlung in erster Linie an den 
Nucleinsiiure-Stoftwechsel gekniipft ist, haben wir Versuche angestellt 
iiber den Nucleinsiiuregehalt bestrahlter und unbestrahlter Hefe und 
zwar nach verschiedener chemischer Vorbehandlung derselben. Die 
Bestrahlungsdose betrug 10000 r. Versuchsmethodik vel. 8. 7. 

Aus der frischen Hefe wurden 4 verschiedene Suspensionen 
bereitet, welche auf 20 g Hete 15 ccm Phosphatputterlésung und 
5 ecm Zusatzlisung enthielten. 





: Rohnucleinsiiure mg/g Trockengew. 
Zusatz 5 cem _ 
unbestrahlt bestrahlt (Mittel) 
1. Wasser. , 2,7 25,6 
9 Anilinwasser .... 32.1 96.5 
3. Na-Arseniaklésung. 30,5 975 
t. Hefenkochsaft. . . . 28,3 21.3 





Aus diesen bestrahlten bzw. unbestrahlten Suspensionen wurde 
die Hefenucleinsiure als Magnesiumsalz isoliert. Der Nucleinsiure- 
gehalt erwies sich in den bestrahlten Proben 10—20 °/, niedriger. 
Die Genauigkeit der Bestimmungen wurde durch die Unregelmiibig- 


‘ keit der Fillung beeintriichtiet. 


Nucleinsiiuren selbst sind sehr wenig empfindlich gegen Rintgen- 
L100 OOO r. 
diese Versuche auf Nucleoproteide auszudehnen, welche die Ver- 


Ks wird von wesentlichem Interesse sein, 


l nter- 
fungierenden Nucleo- 


mittler jeder EiweiBsynthese sind. Aut den wesentlichen 
schied, der zwischen den als Enzymoide 
proteiden und den abbauenden (hydrolysierenden) Nucleotidasen 


besteht, hat der eine von uns schon mehrmals hingewiesen. 


6 » a ] . . } Me } a. 7-0 a | . 
) Beziiglich der metachromatischen Korperchen vel. Delaporte, 
Rev. FCT). hot. i. 1y() (14 ; 
tT = §( 7, ( ys ee 
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Veradinderungen der Hefezellen durch Réntgenstrahlen 
und durch chemische Substanzen. II 
Von 


Hans y. Euler, Lucie Ahlstrém und Bertil Hogberg 


(Aus dem Vitamin-Institut der Universitét Stockholm) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. September 1942) 


Einflu8 des Colchicins auf Hefe 

Bei héheren ficcat amen 4 verden mit Réntgendosen der 
gleichen Gréfenordnung, wie wir sie auf Hefe zur Anwendung ge- 
bracht haben (I. Mitteilung, Diese Z. 277, 1) Mutationen erzielt, eine 
Wirkung, iiber welche bereits weitgehende Krfahrungen gesammelt 
worden sind. Was Mutationen an Hefe betrilit, so sind unsere 
Kentnisse dariiber noch gering. Friither hat man den Beerif 
Mutation bei Mikroorganismen nicht immer schart gefaBt; Réntgen 
mutationen an Hefe sind unseres Wissens tiberhaupt noch nich 
exakt nachgewiesen worden. 

Von der als Mutation charakterisierten Veriinderung de: 
Chromosomenbestandes der Zellen ist die Vervielfachung de 
Chromosomenzahl (Polyploidie) zu unterscheiden. Die Entstehun, 
von Riesenzellen der Hefe unter dem EintluB von Réntgenstrahle 
kann in Vergleich gesetzt werden zu der Ausbildung von Riesen 
zellen durch chemische Stoffe, von welchen einige, wie z. F 
Colchicin!*), als Mitosengifte, andere als kanzerogene Substanze 
oder Wuchsstotfe bekannt sind. 

Durch Colkietny hatten Blakeslee und Avery 1937 be 
héheren Pilanzen Anderungen der Chromosomenzahl hervorrufe 
kénnen, und Kostoff?”) hat Hhnhlche Resultate durch Acenaphte 
erzielt. In Schweden, wo polyploide Formen praktisch wichtige 
hédherer Ptlanzen entdeckt und eingehend studiert wurden 24), ha 
man hierzu mebrfach auch Colchicin verwendet ?), 


Dustin, Arch. exp. Zelltorsch. 25 (1939); Brock, Druckrey u. Herken 
Arch. f. exper. Path. 193, 679 (1939). 

‘by JKostofft, Nature 141, 1144 (1938). 

78) Nilsson-Ehle, Nova Acta Leopold. (D.) N.S. 6, (1939); Heredita 
(Schwd.) 24, 195 (1938). 

2) Vel. HelgeJohnssonu. Karin Eklundh, Sy. apperstidn. (1940 
Levan, Hereditas (Schwd.) 28, 244 (1942). a 


Zur Entdeckung der Colchicinwirkung auf die Kernteilung vg 
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Wihrend Vandendries und Gavaudan?) mit Colchicin bei 
Hefe zu keinem positiven Ergebnis gekommen sind, fanden Sinoto 
und Yuasa‘) anormale Kerne in den Hefezellen durch Behandlung 
mit 0,1—0,01°/, igen Colchicin-Lésungen + Zucker wihrend 24 bis 
72 Stunden. Sie finden die Chromosomenzahl4 und nehmen an, dab 
Tetraploidie eintritt. Cancerogene Substanzen haben Cook, Hart 
und Joly) wohl zuerst auf Hefe einwirken lassen. Dodge und 
Dodge erreichten an Hefe durch Methylcholanthren-Behandlung 
eine VergréBerung der Zellen. 

Kinen Zusammenhang zwischen der polyploidisierenden Wir- 
kung cancerogener Kohlenwasserstotie und derjenigen von Naphthalin- 
Derivaten suchten Schmuck und Gusseva®). In gréBerem Umfang 
wurde dann die Untersuchung der Riesenzellenbildung bei Hefe 
durch cancerogene Substanzen von Bauch‘) aufgenommen. Die ersten 
Versuche stellte dieser forscher mit benzpyren, Methylcholanthren 
sowle mit 1,2,5,6-Dibenzanthracen an, welche er (zusammen mit 
desoxycholsaurem Natron) zu Bierwtirzen zusetzte. Nach eintiigigem 
Verweilen der Hefe in diesen Nihrlésungen wurden Abimpfungen 
auf Malzagarplatten vorgenommen. Wie Bauch 1941 angibt, bleiben 
die durch Acenaphten, Benzpyren und Methylcholanthren erhal- 
tenen Riesenformen von Hefe in weiteren Generationen konstant. 

Auch mit Wuchsstoffen ist in neuerer Zeit Polyploidie her- 
vorgerufen wurden (Greenleaf, Havas, Levan) Levan) wies 


bei den durch Wuchsstotte erzeugten Anschwellungen von Allium- 
wurzeln Chromosomenverdoppelung nach, und fand auferdem, daB 
Coichicin eleichzeitig mit Polyploidie auch Zellstreckung erzeuct. 
An Hefe hat Bauch mit den typischen pflanzlichen Wuchsstoflen 
3-Indolylessigsiiure und @-Naphthalinessigsiiure Gigasformen erzielt 
und spricht dieselben nach langdauernden Kulturversuchen als 
koustant an. | 
Mit einem der Indolylessigsiure nahestehenden Stoff, namlich 
mit dem von Kuler und Hellstr6ém) aus Gerste isolierten Gramin 


Vandendries u. Gavaudan, C.r. Acad. Sei. 208, 1675 (1939). 
) Sinoto u. Yuasa, Cytologia (Jap.) 11, 364 (1939). 


1 
: 


) Cook, Hart u. Joly, Amer. J. Canc. 30, 549 (19959). 
6) —_ } i 


schmuck u. Gusseva, C. R. [Doklady} Acad. URSS. 24, 441 (1939). 
1] 


Bauch, Naturw. 29, 503 (1941); Wehr. Brauerei 59, 1 (1942): Naturw. 


Levan. Hereditas (Schwd.) Bd. S87 (1939). 
) [ellstrém, Diese Z. 217, 23 (1933); Brandt, Euler, 
Ifelistr6m u. Léfgren, Diese Z 235, 37 (1935); Kuler, Erdtman 
} 
| 
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9) Hansy. Euler, Lucie Ahlstré6m und Bertil Higberg, 


sowie mit Kserin haben wir entsprechende Versuche angestellt, Ste 


wobei sich ebenfalls eine Vergréberung der Zellen ergeben hat. In ; 
; geni 
Methodik 


Wir haben (zuniichst ohne Riicksicht auf Bestrahlung) die Wir- je 
kung mehrerer Stoffe aut Zellengrébe und Vermehrungsgeschwindig- die 
keit der Hefe gepriift. Der Zuwachs der Hefe wurde in gewlssen gehé 
Zeitabstiinden gemessen, wobei der zu untersuchende Zusatzstoff P —— 
in der Nihrlésung vorhanden war; Parallelversuche ohne P-Zu- 


: ; > Vers 
satz. Angewandt: Reinzucht der Bierunterhefe H. 
Was die Messung der Hefe-Vermehrung betrifft, so kénnen_ : 
26/8. 


wir uns unter Hinweis auf die |. Mitteilung auf die Angabe be- 
schriinken, daB unsere Versuche an Hefesuspensionen angestellt 7/8. 
wurden, in welchen wir die Hefezellen in der Biirkerschen Rechen- 7 
kammer ziihlten. Diese Methodik wurde schon von K.H.McCollum?) 4/8. 
mit Erfolg verwendet. Die Hefesuspensionen enthielten in der 
Regel 0,05°/, P und 1°), Rohrzucker. Wie in der I. Mitteilung 
erwihnt wurde, sind wir bei unseren Versuchen ausgegangen von 
der Frage, inwieweit die Wirkungen, welche Colchicin, Anilin, 
Naphthylamin sowie Phytohormone und cancerogene Stoffe auf Hefe 1099 
ausiiben, mit der Wirkung solcher Stoffe auf tierische Gewebe gehy 
besonders hinsichthch der Tumorentwicklung vergleichbar sind. Men 
Viele Tatsachen sprechen ja dafiir, daB das fir Tumorzellen charak- ging 
teristische schnelle Wachstum durch die polyploide Natur (die er- 
héhte Chromosomenzahl) der Tumoren bedingt ist!!), Allerdings ruft Gicls 


Polyploidie keineswegs immer ‘Tumoren hervor, sondern die erhéhte fe 
Wachstumstendenz der polyploiden Zellen kann sich mit der Um- —_— 
gebung ins Gleichgewicht setzen. In welchen Fiillen Gleichgewicht Ties 


bzw. Tumorbildung eintritt, hingt von der Natur der polyploiden ks 


Zellen und von der Umgebung ab. mut! 
Colchicin : herv 
Wir verwendeten Hefesuspensionen mit Colchicin-Mengen*) Pru 
zwischen 1000 mg und 300 y je 100 ccm. Die Zellenzihlungen kant 
wurden zu Beginn des Versuches sowie 5, bzw. 20 oder 24 Stunden aucl 
f . » . . aT 20) 
nach der Colchicin-Zugabe vorgenommen. Bei einigen unserer friiheren Ron 
Versuche mit kleinen Colchicin-Mengen schienen sich kleine halt 
| | elne 
 PaulaSouza u. MeCollum, J. of. Biol. Chem. 44, 113 (1920). run 

1) Vel. hierzu die grundlegende cytologische Untersuchung von 

OQ. Winge iiber Ptlanzentumoren [Z. Zellforsch. usw. 6, 397 (1927) 

‘) Fiir die Uberlassung einer eréberen Menge reinen Colebicins sind Abt 


wir Herrn Direktor Prot. Dr. A. Stoll sehr zu Dank verpftlichtet. 
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Steigerungen der Wachstumsgeschwindigkeit ergeben zu haben. 
In zahlreichen Wiederholungen konnte dieses Resultat nicht mit 
geniigender Sicherheit festgestellt werden. 

Wir geben in der folgenden Tabelle die Zahl von Hefezellen 


je Kubikmillimeter an, und zwar der Raumersparnis wegen nur 


die Mittelwerte unserer Zihlungen, reduziert auf einen Ausgangs- 
gehalt von 3000 Zellen je Kubikmillimeter. 





Std. Colchicin-Menge in 100 cem Hefensuspension 
Versuch} nach 
Zusatz | Ohne Zusatz) 1000 mg | 500 mz 1 mg O00 ¥ 3UO ¥ 
26/8. V 8 4 200 3700 | 4930 | 
20 35 500 90100 | 23 200 ~ 34 000 
7/8. 1V 5 3 150 2 400 | | | 
16 28 200 23 500 | 27 500 | 27 000 
4/8.1| 5 520 180 | 500 | 
24 30 600 24700 | 28800 | 31 000 
10/6. 11 24 52 000 | ' 60 200 
11/6. 24 41 500 74 200 








Ergebnis: Sehr groBe Colchicin-Mengen (1 g bzw. 0,5 ¢ je 
100 ccm) rufen eine deutliche Hemmung der Vermehrungsge- 
schwindigkeit der Hefezellen hervor. Der KinfluB kleiner Colchicin- 
Mengen (1000—300 y) ist sehr gering!*). Die Versuchsfehler 
sind zu groB, um evtl. kleine positive Effekte feststellen zu kénnen. 

Gro8e und Form der Zellen. Schon bald nach Zusatz des 
Colchicins setzt eine VergréBerung der Hefezellen um etwa 20—50 °/, 
des urspriinglichen Volumens ein, und zwar bei !/, bis */, aller 
anwesenden Zellen, je nach der Zusammensetzung der Nihrlésung. 
Diese VergréBerung des Zellenvolumens zeigte sich schon bei 
kleinen Colchicin-Mengen (in 0,01°/, igen Coichicin-Lésungen). Ver- 
mutlich ruft das Colchicin hier primar eine Permeabilitiitsiinderung 
hervor, wodurch eine osmotische Schwellung eintritt. Es bleibt zu 
priifen, ob dieser Primireffekt einen AnlaB zur Polyploidie geben 
kann. Neben dieser Vergréferung der Zellen beobachtet man 
auch unter dem KinfluB des Colchicins (wie unter dem EKinfluf& der 
Rontgenstrahlen) eine Deformation einzelner Zellen: wir 
halten diese mit Methylenblau firbbaren Zellen fiir Produkte 
einer letalen Mutation, welche neben der Polyploidisie- 
rung einhergeht. 


Dies entspricht einem Befund yon Bonetti u. [llényi [Zbt. f. Bakt. 
Abt. I, 14S, 114 1¥41)) an Bae. prodigiosus. 





)») Hans vy. Euler, Lucie Ahistré6m und Bertil Hégberg, 


Nun ruftt Colchicin nach Angaben der Literatur (Dustin, 
Boyland, Dittmar, Schairer, Lettré) einerseits eine Hem- 
mung der Tumorentwicklung hervor und ist andererseits an einem 
eroben Material als Mitosegift und polyploidisierender Stoff 
erkanut worden. Inwieweit sich nicht nur die GréBe, sondern die 
Richtung des Colchicin-Effektes je nach der Konzentration dieses 
Stoffes iindert, inwieweit also Colchicin in gréBeren Mengen auch 
als cancerogener Stoft wirken kann, ist noch nicht klargestellt. 
Kohlenwasserstotte wie 1,2-Benzpyren wirken je nach der an- 
gewandten Menge krebserzeugend und hemmend [Haddow?%)], 


J 

Was den Eintlhub von Colchicin auf Jensensarkomratten betrifft, so 
liegt die Toxizitiitsg-enze fiir Ratten von 80—150 g Korpergewicht (20—70 ¢ 
Sarkomgewicht) bei etwa l1mg. Subcutane Injektionen von 250 7 werden, in 
Zeitabstiinden von 1—2 Tagen wiederholt, gut vertragen. Unseren ersten 
Versuchsreihen zutolge (Sy. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 16, A Nr. 5) betriigt die 
Hemmung des Sarkomwachstums bei groben Sarkomen etwa 15°/,: die Ent- 
wieklune kleiner Sarkome wird dureh Colehicin bis unter die Hilfte des 
Ausgangswertes vermindert. 

Eine Wiederholung der ersten Versuchsreihen hat foleende Resultate 
ergeben (Inez Siiberg): 

Versuch A. Miinnliche Ratten. Sarkomimpfung am 29. 5. 


om e/ 


Subeutan geimpft mit 2mal 200 y Colchicin am 9.6. und 10. 6. 


/ e 
e 





























Stamm- wt. wittn ' Kontroll- 
amelie SarkomerOhye Sarkom- | Zuwachs ms 
yezeichnung ; ; Wert 

’ Or > »~ht " I’. rr. 
der Ratten ¥; 6. 26. 6. gewicht | per Tag per ‘Tag 
l. v. Kv LVESGAXISG | 2OxTOxX45 fey ioe fy 
2. v. Kv 10x3,4x15 | 2,9x6,8x4,3 70 3,9 48 
3. v. Kyxx Lixs2xh4 | 29x%6,2642 | G2 1,0 | 
5 
Mittelwert | 1] iS 
Versuch B. Minnliche Ratten. Sarkomimpfung am 29. 5. 
Subeutan geimpft mit 2mal 200y Colchicin am 13. und 15. 6. 

. “) i. ‘ ‘: 80.19 af » 7h 

Stamm Sarkomeribe a | se Kontrol! 
bezeichnung tisinansiacrl ants wert 
der Ratten rs, Gi 26. 6. gewicht per Tag per ‘Tag 
1. v. RvKh L3ax2axi a | 2.566. x 4.4 So {20 2 2 
2. v. RhKy aoe Lit i} Sako ss {4 y) S 

Auch in dieser Versuchsreihe nahmen also die Jensensarkome nat 


Pret 
subkutaner Colcehiein-In 


U 


ction per Tag wieder 15°/) weniger zu als bei den 
nicht injizierten KRatten. 


} f edie ( . \c> = 
’ Haddow. Nature 156. S6S (1935) 
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In Zusammenhang mit diesen Messungen wurde auch noch der Kinflub 
» yon Colchicin-Injektionen in Weibchen auf die Anzahl der Wiirfe und 
m- der Jungen untersucht. 














en . ad — oT oe Dia al, . 
Versuch A. Weibchen, subeutan injiziert vor der positiven Paarung 
indy? a ain ts cine ; aa 
‘ofl mit 3x 200 y Colchicin am 13., 15., 17. 6. 
die ; 
Stammbezeichnune |, — 
ses it atl >| Datum der Paarung| Datum des Wurfes | Anzahl Junge 
OY sd g VALLE 1} i : 
Ich 
W4 c. Y. oes | 12/0 Lali 14 St 
Lit, i =i i : re 19/5 Q 
mse i\ i < Lvd/ é 93 
in- v. Kyxx | 24 15./7 0 . 
3)]. 1 oy. Khx ity 24./6 1D. / 4 
e Sexualeyelus kontrolliert ab 13./6.: normal 
Uo : — 7 fen Roe ae 
© Versuch B. Weibchen, subcutan injiziert nach der positiven Paarung 
In 2 ‘ a 1s \ bd ° ~ iam) . 
; mit 3x 200 y Colechicin am 15., 15., 17./6. 
ten 
a: ce 
“iC Stammbezeicnnunge ——- 
es ‘ ““O 1 Datum der Paarune} Datum des Wurfes | Anzahl Junge 
nt- der Ratten : 
les 
l. v. Rh 28./5. | 18./6. 9 St. 
aie 2. v. Rv 28./5. 18./6. 9, 











Versuch C. Weibchen, subevtan injiziert nach der positiven Paarung 


mit 3x200y Colchicin 27., 29./6., 1./7. 





Stammbezeichnung , a 
— - dow Rakion © 1 Datum der Paarung?} Datum des Wurfes | Anzahl Junge 
er ve e a a 











l. v. Kv 21./6 12./7 S St 
‘S 2. v. Kvx PAL 12/9 i 

3. v. RhKyv 31./6 12./7 : 

{. vy. RhKy 22/6. 13./% 6 x 

D>. v. RhKy 25./6. | 16/4 ow 


Ergebnis: Injektionen yon 200 y in Weibchen yor der positiven Paarung 
hatten keinen KinfluB; Injektionen nach der Paarung scheinen auf 
Anzahl und Zustand der Jungen ohne Einwirkung zu sein. 

Einflu8 der Rontgenstrahlen nach Colchicin-Vorbehaadlung. 

— Es wurde nun untersucht, ob durch Vorbehandlung der Hefe mit 
U- Colehicm ihre Empfindlichkeit gegen Réntgenstrahlen  steigt. 
Unsere erste Versuchsreihe mit untergiiriger, in Phosphat—Wiirze- 


ee : sa : 1° ‘ : (* : ? ; . > : : . Ze 

Lisung suspendierter Hefe hatte folgendes Resultat ergeben: 
) _ ee } = yg : ’ Dae : ; ; aia ~ ) BX. 4 

, Bestrahlung?4) der Hefe in einer Schicht von etwa 5mm. Réntgen- 
dosis 15000 r.. Bierhefe. 

eh ‘) Die Bestrahlungen der Hefe sind im Radiophysikalischen Institut 

en des Ixarolinischen Krankenhauses in Stockholm ausgefiihrt worden. Auch 
hier wollen wir dem Vorstand des Instituts, Herrn Prof. Dr. Rolf Sievert, 
fii t CIruy yi] Hii fi besten ain} ! 


























4 Hans y. Euler. Lucie Ahlstrém und Bertil Hogberg, 
Ver- Wiichst mit 0,0003°/, Colchiein Wiichst ohne Colchicin 
Rig when Ink hit | Bestrahtt Un- | Bestrahlt 
Zeit/Stunden | Unbestrah /in 0,1°/, Colehicin | bestrahlt | ohne Colchicin $e! 
ee EN A TT SETS —— — aE EE Ee TS | Tu 
0 4650 4120 4150 4100 7 
O4 67 140 32 300 56 120 28 300 me 
48 162 000 — | 130500 | — | 
Wwe 
. ate « 7 ; — e in 
DaB die in dieser Versuchsreihe eingetretene wachstums-. — ; 
a - a sili ines 7 wr fac 
steiternde Wirkung kleiner Colchicinmengen nicht regelmibig 
beobachtet wird, wurde 8. 21 bereits betont. Eine erhdhte - 
ae . ne ° — . . 2 hi , 
Empfindlichkeit der mit Colchicin vorbehandelten Hefe gegen 
Roéntgenstrahlen konnte aber in zwei weiteren Versuchen fest- “i 
cestellt werden. | 
In der I. Mitteilung (Diese Z. 277, S.1) haben wir Versuche iiber den nei 
Einfluf yon Réntgenstrahlen auf den Nucleinsiiure-Gehalt der Hefe an- — ¢,, 
gegeben, und wir kommen auf den Nucleinsiure-Gehalt der Colchicin-vor- — g > 
behandelten (polyploidisierten) Hefe zuriick, sobald die Methodik der Nuclein- 4 
siure-Fillung aus Hefe verbessert werden kann. Tye 
In embryonalen, tiberhaupt in schnell wachsenden tierischen Geweben, gj, 
besonders in Sarkomen, fanden Euler und Schmidt'’) einen im Vergleich 
zu ilteren, normalen Geweben wesentlich gesteigerten Purin-Gehalt, welcher i 
auf den Kernreichtum (hohen Nucleinsiiure-Gehalt) dieser Gewebe zuriick- 
zufiithren ist. Es bleibt nun festzustellen, ob in tierischen und pflanzlichen 
Q ° ° i $ uase ae . bs ; ry. Ai 
reweben, in welchen eine Vervielfiiltigung der Chromosomen ohne Tumoren- N: 


bildung eingetreten ist, eine gleichzeitige Erhédhung der Purin- und Nuclein- 
siure-Konzentrationen nachgewiesen werden kann. 

Garung mit bestrahlter, Colchicin-vorbehandelter Hefe. Wie in 4, 
Mitteilung I erwihnt, erwies sich die Strahlenschidigung der lebhaft 
girenden Hefe nicht gréBer, als der in Ruhe befindlichen, was 4, 
ja mit der ‘latsache itibereinstimmt, da durch die Girung die WP 
Synthese von Nucleoproteiden direkt kaum becinfluBt wird. 

Girungsversuche haben nun gezeigt, dafi die Kmpfindlichkeit 
der Hefe gegen Dosen von 15000r (welche an sich die Girungs- 
geschwindigkeit der Hefe nicht findern) durch die Vorbehandlung ™ 
mit Colchicin nicht gesteigert wird. Vielmehr zeigen die Ver-  ” 
suche 3 und 4 eine kleine Erhohung gegeniiber 1 und 2. 


ro) 


>, 


Die Giarlésung, py, 5,3 enthielt auf 200 mg Hefe 100 mg Glucose. 
0,8 com Girgemisch ergab cem CO, nach 45 Minuten: 


Hefe unbestrahlt 10,8 3. Hefe unbestrahlt + 800 y Colchicin 12,3 
2. Hefe bestrahlt 10,0 4. Hefe bestrahlt + 800y Colehicin 12,1] 


15) Diese Z. 223. 215 (1934). 
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Veriinderungen der Hefezellen durch Roéntgenstrahlen usw. 25 


Milz weist bekanntlich eine auffallende Resistenz gegen 
krebsige Neubildungen auf, und es sind wiederholt Angaben 
gemacht worden, dafi es gelungen ist, durch Muilzextrakte die 
Tumorentwicklung zu hemmen (Braunstein, Fischer- Wasels). 
Wenn — wofiir viele Beobachtungen sprechen — Tumorentwicklung 
mit Polyploidie zusammenhiingt'!*), so kann in Betracht gezogen 
werden, dai die Seltenheit von Spontantumoren und Metastasen 
in der Milz darauf beruht, daf ein Milzbestandteil Verviel- 
tachung der Chromosomenzahl hindert oder wenigstens hemmt 
bzw. die normale Funktion des Spindelapparates, welche die Mitose 
hervorruft, aufrecht erhiilt. 

Im AnschluB an unsere Hefeversuche mit Colchicin haben 
wir einige orientierende Versuche mit Milzextrakt angestellt. 

\ @ frische Rattenmilz wurde in der Latapie-Miihle zerkleinert und 
unter Zusatz von 10 eem Wasser 1 Stunde digeriert. Dann wurde zentri- 
fugiert und filtriert. Zu 25 cem Emulsion von Hefe in Néhrlésung wurden 
0.5 cem Milzextrakt zugesetzt. Auffallend ist nicht so sehr die dadurch 
hervorgerufene Verminderung des Zellenzuwaechses als das Auftreten von 
Degencrationsformen der Zellen. Das Resultat der Zellenzihlung ist immerhin 
eindeutig 








| Ohne Zusatz + OF) eem Milzextrakt 
Ausgangswert........ | 600 600 
Nach 28 Stunden ...... i 2T00 G50 


Kis ist hier also eine Phase des Vermehrungsvorganges 
durch einen Bestandteil des Milzextraktes gehemmt worden, und 
man konnte annehmen, daB auch die Girwirkung lebender Hefe 
durch den gleichen Extrakt gehemmt wird. Dies ist nicht der 
Hall, vielmehr tritt eine kleine Beschleunigung der Girwirkung 
ein, vermutlich durch den in der Milz vorkommenden Z-Faktor !’). 


6) Hinsichtlich Pflanzentumoren yvgl. den Nachweis der Tetraploidie 
in den Geschwulstzellen der Zuckerriibe durch Winge [Z. Zellforsch. usw. 
6, 397 (1927)}. - 

) Kuler u. Swartz, Diese Z. 140, 146 (1924). Vel. auch Koég!] 

Borg, Diese Z. 269, 97, 1941. 





Uber den Bedarf héherer Tiere an Vitamin B-Komponenten 
bei fettarmer und fettfreier Didt 


Von 


Beth ¥. Euler, Hans vy. Euler und Inez Saberg 


(Aus dem Vitamin-Institut der Universitit Stockholm) 


ras a ee 1 wif : 7. a wrace PAY AT Q . ha ?) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 19. September 1942) 


Alle bisher gemachten Erfahrungen deuten darauf hin, dab 
die Hefe siimtliche fiir héhere Tiere notwendigen Stoffe enthilt, 
welche man zur Vitamin-B-Gruppe rechnet. Bei quantitativen 
Bestimmungen von B Faktoren benutzte man deshalb in der Regel 
Hefe oder Fraktionen von Hefe-Autolysaten als Vergleichssubstanz. 
In diesem Institut erhalten die Versuchstiere als normale Tages- 
dosis siimtlicher B-Faktoren eine unter konstanten Bedingungen 
getrocknete Brauerei-Unterhefe (Typ Fervin Bb, kirnbolaget 
Stockholm), und zwar in emer Menge von 0,2 g. Mut dieser Menge 
Trockenhete erzielten wir bei Versuchen mit jungen Tieren 
(40—50 g) unseres Rattenstammes bei der fettarmen Grundkost I] 
wihrend 3 Wochen eine mittlere Gewichtszunahme?) von 


1.84 ¢ tiglich. 





Die Grundkost IT hat folgende Zusammensetzung: 


Weizenstirke 316 Teile Casein 60 Teile 
Holzmehl oS wy Salzmischunge 16 


Diese Mischung wird zweimal wéchenthch mit 0,1 ccm einer 
Lésung von Vitamin A- und D-Konzentrat in Olivenél ergiinzt. 
Dieser Zusatz bildet den cinzigen Fettbestandteil der Diiit. Die 
Grundkost II ist im wesentlichen die gleiche, die MiB K. Coward 
(Methods of biological Vitaminstandardisation 8. 62) fiir Vitamin 
B,-Bestimmungen empftiehlt, nur mit dem Unterschied, daB wir 
aus praktischen Griinden gezwungen waren, die Reisstiirke gegen 
Weizenstiirke auszutauschen. 


1 } _ Et. 3 * 4 os 2 , ree ° A ’ 9 ° ~ y ro’ ( < 
)Y Kuler, Kuler u. Sadiberg, Sv. Vet. Ark. f. Kemi 15 B, Nr. 20 (1942). 
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Durch den Fettentzug werden die Tiere empfindlicher nicht 
nur gegen Aneurin-, sondern auch gegen Adermin- und Lacto- 
Havin-Mangel}), 7 

Wendet man Hefe zur biologischen Auswertung einer B- 
Itomponente eines Materials an, so kann man niemals die Gleich- 
miiBigkeit erreichen, welche fiir Vitaminbestimmungen wiinschens- 
wert ist. Sie muf auBerdem, damit sie als Zusatz zur Grundkost 
seeignet wird, wenn es sich um die quantitative Bestimmung eines 
igen B-Faktors handelt, von diesem Faktor befreit werden. 
Kis war das Ziel unserer Untersuchung, die geeignetste 
Konzentration der einzelnen Faktoren einer Vitamin-B-Liésung 
zu ermitteln, durch welche einerseits ein Maximum von Wachstum 
erreicht wird und die andererseits so zusammengesetzt ist, dab 
die Versuchstiere ,bei jeder Anderung der vorhandenen Menge 
einer Komponente:in kiirzester Zeit mit gréBtméglichem Aus- 
schlag reagieren. 

Welche Stoffe in e:ne solche Lésung eingehen miissen, hinet 
in gewissem Grade von der verwendeten Grundkost, besonders 
von Art und Menge ihres EFiweibgehaltes ab; ferner kénnen noch 
unbekannte Stoffe das Wachstum der Tiere beeinflussen. Wegen 
dieser Unsicherheiten kénnen wir bei der gegenwirtigen Kennt- 
nis der B-Faktoren in dieser Mitteilung nur eine Vorarbeit leisten. 


Synthetischer Standard I 
Wir haben zu vorliufigen Versuchen eine Lésung angewandt, 
die in 0,2 cem die folgenden Mengen von B-Faktoren enthilt: 


Aneurin-Hydrochlorid . . . 20/7 Adenyisiure. .......+ 32 y 
Nicotinsiiureamid . .... 16 Dgetomayim «ss. ss tt 4 
Adermin-llydrochlorid . . . s p-Aminobenzoesiiure . . . . 20 
Pantothens. Ca ...... 67,d . ), Se a ee 1,5 


Diese Liésung haben wir in drei verschiedenen Dosen, niim- 
lich 0,2, 0,3 und 0,4 ccm bei einer Versuchszeit von 3 Wochen 
untersucht. Die letztere Menge, 0,4 ccm, ergab eine mittlere 
Gewichtszunahme von 1,5 g pro Tag (18 Versuchstiere), und wurde 
von uns als Standardmenge verwendet. 


Biotin 2) (Vitamin H) haben wir nicht in diese Standardlésun: 


j 


a) 
. S : 4 Be: ee ; vy : oth r ry, : =P AY ; =f r 
einbezogen, da frithere Versuche [Kuler und Malmberg, Z. 
birch, J. of Biol. ¢ n. 124 fuler u.Siberg 
Natur oO, 2b6E 942) 
iT ASOLLErTUNne de 11 iis \ 74 i Ni tar 1) oT» /, pdt WA 135 
(193t 246 2); Du Vigt lsu. Mitarb., J. of bi Cher 140, 


( 
‘it 
‘ge. i 
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Vitaminforsch. 6, 325 (1937)] gezeigt haben, dab H-Mangelsymptome 
nur bei einer Diit auftreten, die Ki-Albumin als einziges Protein 
enthilt. Nach Pfaltz}) erhéht ein Zusatz von 0,7 7 Biotin nicht 
den Zuwachs der Ratten bei Verwendung einer Grundkost, die 
Casein enthiilt und mit 10 7 B,, 20 7 B, und 20 7_B,, 38mg Cholin, 
500 + Nicotinsiiureamid, 50 7 pantothensaures Ca und 3 mg Inosit 
ergiinzt ist. Auch Inosit und Cholin sind bisher nicht in unsere 
Versuchslésungen einbezogen. 

Unser Standard I enthilt gewisse Substanzen in hodherer 
Konzentration, als es fiir den erreichten Zuwachs notwendig ist. 
So ist z.B. die erforderliche Menge B, fiir Ratten auf3—5 y bestimmt 
worden (Vélkerbund-Kommission fiir Vitaminstandard 1938), bei 
Verwendung von autoklaviertem Hefekochsaft als Quelle der tibrigen 
B-Kkomponenten. Die fiir den Maximalzuwachs der Ratten erforder- 
liche Pantothensiiure wurde von Unna?’) auf 80y pro T'ag bestimmt. 





Versuche mit unvollstandigen B-Losungen 


Bei den unten beschriebenen Versuchen verwendeten wir eine 
Vergleichslésung, die ahnlich zusammengesetzt war, wie die oben 
angegebene Standard [-Lésung, aber von geringerer Konzentration. 
Wir haben dabei angenommen, daB die Tiere bei knapper Zufuhr 
aller Faktoren auf den Wegfall einer der Komponenten stiirker 
reagieren wiirden. 

Vier Gruppen von ‘Tieren, welche wiihrend 3 Wochen 
Vitamin b-frei ernihrt worden waren, erhielten die folgenden 
Lésungen in Tagesdosen von 0,2 ccm. Diese Menge enthielt®): 





‘Lésung | 
12 Tiere 


Lésung II 
’ Tiere 


Loésung II] 
( Tiere 


Lésung IV 
—~ - 
? Tiere 


Aneurin-Hydrochlorid 10 10 10 10 














p-Aminobenzoesiure . 10 10 . 10 10 
Lactoflavin . ea 3 5 o 3 
Nicotinsiureamid . . 16 16 16 
Adermin-Ilydrochlorid S 8 S S 
Pantothens. Ca... 66,5 66,5 66,5 

Adenylsiiure .. . . 32 32 32 
OS > i 1,5 LD LD Lo 


') Pfaltz, Z. Vitaminforseh. 12, 193 (1942). 
“) Klas Unna, J. of Nutrit. (Am.) 20, 565 (1940). Ubersicht itiber 
die Chemie u. Biochemie der Pantothensiiure: Mittermair, Angew. Chem. 


mo. 51 (1941). 


*) Wir verdanken die Priiparate der Firma I’. Hofhnann-La Roche, 
Basel, 
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Zum Vergleich erhielt eine 5. Tiergruppe unseren Standard I 
(0,4 ccm) und eine 6. Gruppe 0,2 g Trockenhefe als Vitaminquelle. 
Kine 7. Gruppe wurde Vitamin B-frei ernilrt. 
Gruppe verendeten alle innerhalb von 3 Wochen. 
Nach Euler, Karrer und Mitarbeiter!) bewirken 3 y Lacto- 
flavin einen tiglichen Zuwachs von 0,9 g. 
Kuhn und Wendt?) haben die Menge Adermin auf 7,5 y 
bestimmt, die bei Anwesenheit eines Filtratfaktors (Clarit-Filtrat 
von Hefeextrakt) nétig ist, um Acrodynie-Symptome zu beseitigen *). 


Die Tiere dieser 


Zuwachswirkung der verschiedenen Lésungen 





Mittlerer 
tiiclicher Zuwachs 


1. Periode = 3 Wochen 


Gruppe I 
Loésung I 


Gruppe Il 
ohne NSA 








Gruppe III 
ohne Adenylsiiure 

















g 1,03 ¢ 1,54 ¢ 
2. Si se 4 a 0,03 ¢ (4 Tiere) [0,30 ¢ U,61 ¢& 
Bs i 9 om 0,08 ¢ (1. Tier) 410,08 ¢ (1 Tier tot)] 0,16 g (1 Tier tot) 
Ganze Versuchszeit. . 0,33 ¢ 0,52 g 
; ; Gruppe V jGruppeVI 
Mittlerer Gruppe I\ sald: ge 
lal o.. . * Standard | Trocken- 
tiiglicher Zuwachs ohne Pantothensiiure a 
Loésung I hefe 
1. Periode = 3 Wochen | 1,07 g 1,35 g 197 ¢ 
2. ‘ = 4 0,26 g (+ 0,06 cem Sojaél p.Tg.) | 0,72 ¢ OS1 & 
a Ke =—Y 0,22 2 0,33 ¢ O48 ¢ 
Ganze Versuchszeit. O37 ¢ U,b5 ¢ | 0,88 & 


Die erste Gruppe wurde nach 
3 Teile, a, b, c, geteilt, mit 4 Tieren 








3 Wochen Versuchszeit in 
in jeder Gruppe. 





Mittlerer 
tiiglicher Zuwachs 


3 Wochen 


1. Periode 


‘ Beg } bd 
(ranze Versuchszelt. 














Gruppe [a Gruppe Ib Gruppe Le 
0.94 Lb] L,2] 
un eriinderte + 307 Insg. LOY l2y iInsg. Loy 
Diiit Aneurin Lactotavin 
O05 te 0.73 
0,08 (1 Tier tot Q.08 | O50 


Von den 4 Tieren der (gruppe la ist eines verendet, wiihrend 


ein anderes getétet wurde, um den Brenztraubensiiuregehalt des 


1 ] ] ’ | . 5 » 
Malmberg, Sehopp penz, 
A A 


becker i rel, 
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Blutes zu bestimmen. Von den zwei itibrigen hat das eine zu- 
sitzlich 16 y = insgesamt 24 y Adermin erhalten*), Der in der 
Tabelle unter Gruppe la angegebene Wert betrifft also withrend 
der letzten Periode nur t Tier. Die Ergebnisse der Gruppe Ib 
zeigen, daB ein erhélter Aneurinzusatz die Gewichtszunahwme der 
Tiere nicht beeinfluBt. Kine Erhéhune des Lactotlavinzusatzes 
um 124 steigert aber kriftig den Zuwachs der Tiere, und zwar 
etwa zu einem Wert, der nicht viel geringer ist, als es Trocken- 
hete bewirkt. 

Was die Gruppen II—!V betrifft, so kommt wiihrend 16 Wochen 
Versuchszeit mit der von uns angewendeten Grundkost und Vitamin- 
b-Lésung keine Verminderung der Gewichtszunahme durch Aus- 
schlieBen einer der Komponenten Nicotinsiureamid, Pantothen- 
siiure oder Adenylsiiure zum Vorschein. Im Gegenteil, der Zuwachs 
der Gruppe III (ohne Adenyls&ure) ist withrend der ersten 7 Wochen 
der Versuchszeit besser als der der Gruppe I, und ebenso gut wie 
derjenige der Standardgruppe V. Dieser besonders gute Zuwachs 


— 
é 


der Gruppe LIT kénnte vielleicht als Zufall angesehen werden, aber 
wir werden bei weiteren Versuchen unsere Aufmerksamkeit der 
Wrage zuwenden, ob ein Zusatz von Adenylsiiure moglicherweise 
den Bedarf nach einem der zuwachstoOrdernden Faktoren steigert. 
Man kénnte annehmen, dali die Adenylsiiure das Apoenzym des- 
jenigen Co-Enzyims blockiert,welches aus einer der iibrigen B-Kom- 
ponenten entsteht. 

Kuler und Mitarbeiter?) haben durch Zuwachsversuche ge- 
zeigt, daB die Cozymase Vitaminwirkung besitzt. Zur fettreichen 
(srundkost (17°/, ett) + 6 7 Aneurin + 10 y Lactoflavin + Filtrat 
nach Fullererdeadsorption von autoklaviertem saurem Hefekochsatt 
wurde, nachdem der Zuwachs zum Stillstand gekommen war, 1 mg 
reine Cozymase zugesetzt. Wihrend einer Zeit von 3 Wochen 
betrug der Zuwachs 2 ¢ pro Tag. Nicotinsiiureamid hatte eine viel 
veringere Wirkung. Die zuwachsférdernde Wirkung von Nicotin- 
siureamid haben auch Frost und Elvehjem?) festgestellt. Diese 
Beobachtungen tiber die Wirkung von Cozymase haben uns ver- 
anlaBbt, Adenylsiiure + Nicotinsiiureamid zu unserer Standardlésung 
hinzuzufiigen. Kine airekte Untersuchung, ob Adenylsiiure ein 

*) Dieser Zusatz hat keine ErhGhung der Zuwachsgeschwindickeit 
bewirkt. 


') Euler, Malinberg, Robeznieks u. Sehlenk, Naturw. 26, 
45 (1933). 


frost u. Elvyehjem.,. J. of Biol. Chem. 121, 255 (1937). 
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notwendiger Zusatzfaktor fiir die Ernihrung von Ratten ist, und 
in diesem Halle, bei welcher Zusammensetzung der Grundkost, ist 
unseres Wissens noch nicht vorgenommen worden. 

Die Frage, ob Nicotinsiiureamid ausschlieBlich zur Bildung 
von Cozymese notwendig isi, ist noch nicht gelést. Die Quantitiit 
von Cozymi se = ok und Harn scheint nach Morgan durch 

[njektionen oder durch Mangel an NSA wenig beeinfluBt zu werden, 
ber und Muskel, steigt 
und fallt der Cozymasegehalt mit der Zufuhr von NSA?) 


aber bei gewissen  Cametiee besonders Le 


Seziiglich der Zuwachswirkung von Nicotinsiiureamid fanden 
h Ruffo und Vescia’), dab junge Ratten, die mit einer 
Sevtrimedocen Dit erndibrt wurden, nach 6 Monaten stark 
im Gewicht zuriickgeblieben waren. Sie schheben aus ihren Ver- 


nenliel 


suchen, daf& die Ratten imstande sind, Nicotinsiiure zu syntheti- 
sieren, jedoch nur in unzure cacti Mengen. 


Durch Zusatz von 507 Pantothensaiure hat Ptaltz?) einen 
betrichtlichen und nee ie Zuwachs der Ratten erreicht. Die 
10°/, Fett enthaltende Grundkost war dabei mit is Bes mi) 


Cholin und Nicotinsiureamid erginzt. 


Zustand der Haut bei den verschiedenen Versuchsgruppen 


Wihrend der eanzen Versuchszeit haben wir den Zustand 
des Pelzes und der Ha der ‘Kiere beobachtet. Mit dem Beginn 


le, Geer nach einer Vorbereitungszeit von 3 Wochen 


der dritten Perios 
und nach 7 Wochen Versuchszeit wurden gewisse Anomalien bei 
allen Tiergruppen beobachtet. Diese kénnen folgendermaBen be- 


schrieben werden: 


Grupvve la. Nach 7 Wochen Versuchszeit beginnender Haarausfall, 
pp , 


Schwiinze schuppig und rissig. 
Mis ai a alle 4'Tiere schuppig und rissig 


2? Tiere fallen aus). 


Nach 11 Wochen: Katte ohne Aderminzuschub (Kontrollitier): Das ganze 


Tier schuppig und rissig. 


| - - Verbessert. nur Schwanz, Schwanzansatz und Ohren 
noch schuppig und rissic. 
Sechwanzinsatz geheilt, die Ohren verbessert. 
\I } Annual R Bioche \m.) 14), OD (194) 
h l LO ut Ves () Nuti Z, SU¢ Lv42 ZVUerT 1 eh ( 4 
I]. 
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Ratte mit nach 11 Wochen erhéhtem. Aderminzusatz 

Vor Beginn des Aderminzusatzes: Sechuppige Hinterpfoten, Ansatz zum 
Auswuehs an der Nase, Wunde am 
Nacken. Kleine Auswiichse an = den 
Ohren. Riickenmitte schuppig und rissig. 
Schwanz stark angegriffen und Schwanz- 
spitze nekrotisch. 

12 Tage nach Beginn des .. : Die Hinterpfoten verbessert. Narbe nach 
dem Auswuchs auf der Nase, Wunde am 
Nacken geheilt. Riicken und besonders 
Schwanz verbessert. Ohren unveriindert. 

25 Tage __,, r ee : Nur noch die Ohren schwer angegriffen, 
sonst fast normal. Spiiter wieder schlech- 
terer Zustand der Schnauze und des 
Schwanzes. 


Der Zustand dieses Tieres wurde wiihrend der Versuchszeit wesentlich 
verbessert. Dies gilt aber auch fiir das Kontrolltier. Eine heilende Wirkung 
des erhéhten Aderminzusatzes ist also hier nicht nachgewiesen. 


Gruppe Ib. (Zusatz von Aneurin von der 4. Versuchswoche ab) 


Nach 4 Wochen Aneurinzusatz: Schuppige und rissige Schwiinze. 


rie 4 ‘ >: Auch Schwanzansatz angegriffen. 
i ae “3 : Auch die Bauchhaut eines Tieres  an- 
cegriffen. 
yy 2 be ” : Siimtliche Tiere haben schuppige u. rissige 


Haut; Wunden am Nacken, Riicken oder 
Bauch. DieSchwiinze haben sich gebessert. 
13 - ‘i Spontane Heilung der Wunden. 
TT r ° - 
Gruppe Ic. (Zusatz von Lactoflavin von der 4. Woche ab) 


Nach 4 Wochen Lactotlavinzusatz: Alle Tiere mit normalen Pelzen. 


‘oe - : Die Schwiinze etwas schuppig. 
| Pe . : Schwiinze verbessert, Schwanzansiitze 
etwas schuppig und rissig. 
ae " : Sehwiinze etwas schuppig, sonst ohne 
Anmerkung. 
~ & ” - >: Auch die Schwiinze normal, 


Diese Gruppe hat nur sehr wenig an einer Hautkrankheit 
selitten. Eine relativ groBe Dosis von Lactoflavin hat also bei 
fettfreier und an anderen B-Faktoren relativ armer Nahrung vor 
dem Ausbruch der hier beschriebenen Dermatitis fast vollstiindig 
seschiitzt. 

Gruppe II. (Ohne Nicotinsiiureamid) 


Schon in der 2B. Periode 


nach etwa 6 Wochen Versuchszeit: Haaraustfall am Schwanzansatz und 
Riieken 
Wunde am Sehwanzansatz eines Tieres 
die tibrigen schuppig und diinnhaari 





Nach 


des | 


herat 
das ; 


O,S4 | 
Lact 


anon 
almic 
gehe 
Verk 
reic] 
Eint 


liber 


Haut 

diinn 

Zum 
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Nach etwa 14 Wochen Versuchszeit: Alle (3) Tiere in schlechtem Zustand. 
Kin Tier hat Wunden an Bauch und 
Riicken, der Schwanz ist schuppig. 
Bei den beiden anderen sind Pfoten, 
Sechwiinze und Sehnauzen besonders 


angegrifien. 


An einem Tier wurde nach 10 Wochen Versuchszeit die Brenztraubensiiure 
des Blutes zu 33 y/ecem bestimmt. Kontrolltier (aus Gruppe Ia): 29,5 y/eem. 
(! 


rruppe wurden nach etwa 11 Versuchswochen 2 Tiere 


Aus dieser 


herauscenommen, von denen das eine eine erhédhte Dosis Lactotlavin und 
das andere Leinsamenol erhiclt. 


Lactoflavintier (12 y Lactotlavin zusiitzlich) 


Gewichtszunahme wiihrend des erhéhten Lactoflavinzusatzes (36 Tage): 
0,81 ¢ pro Tag. Zustand des Pelzes und der Haut wiihrend der Zeit des 
Lactoflavinzusatzes: 


Bei Beginn des Lactoflavinzusatzes: Narbe nach einem Auswucechs an der 
Schnauze. Schuppige und rissige Haut 
an den Ohren, den Hinterpfoten und 
am Schwanzansatz. Am Riicken und 
Nacken ist der Pelz diinn. 

Nach 12 Tagen des gi >: Neuer Auswuchs an der Schnauze. 
Auch Vorderpfoten schuppig. 

ie 1 Hs > Auswuchs an der Schnauze abgefallen. 
Wunde dort und am Nacken; Schwanz- 
ansatz und Pfoten gebessert. 
36 ,, a" > Schnauze und Schwanzansatz geheilt. 
Die Wunde am Nacken fast geheilt, 
lie Ohren noch angegritfen. Schuppige 


(i1¢ 
Pfoten. 


Vvwew 


Leinsamenoltier (0,2 CCM Leinsamenol pro 


ry. 
| 


ag) war in schlechtem Zu- 
stand. Keine Verbesserung der Haut. Tot nach 2 Wochen. 


mit der Gruppe II: Die Haut- und Pelz- 


Ergebnis des Versuchs m 
iiher hervor bei Mangel an Nicotinsiiure- 


S 
anomalien treten etwas fr 

amid. Sie werden innerhalb von 4 Wochen gebessert aber nicht 
geheilt, durch Zusatz von Lactoflavin in einer Menge, die zur 
Verhinderung einer Dermatitis bei Gegenwart von NSA fast hin- 
reichend ist. Nach Pfaltz (a.a. QO.) erlangen die Ratten unter 
KinfluB von (500 7) NSA eine deutlich erhéhte Resistenz gegen- 


iiber Stoffwechselstérungen, die zu Acrodynie fiihren wiirden. 


Gruppe IIT. (ine Adenylsiiure) 


acest - < 7 twee ¢ 1/\ \ ms | | . ] . +e w? (se : FD . ] nine 
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Ube 

sonders am Sechwanzansatz. Kleine Wunde am Nacken und Bauch. Bei 4 
Tieren dieser Gruppe, die auch kriiftiger als die anderen gewachsen gip V 
traten die Hautanomalien spiiter auf als bei den anderen Gruppen.  — daB u 
; nicht 
Gruppe IV. (Ohne Pantothensiiure) haben 
Von der 4. Versuehswoche ab: 0,2 cem Sojaél 2 mal die Woche. Junge 
Nach etwa 7 Versuchswochen: Haarwuchs am Schwanzansatz diinn, di wshre 


Sehwiinze schuppig. Eines der Tiere hy. 

einen Auswuchs an der Schnauze. jedoct 

Die Schwiinze aller Tiere angegriffen, e¢ erniih 

Tier hat einen Auswuchs an der Sehnaw 1 

ein anderes Auswiichse an den Ohren. — 

” ~° 2 : Die Schwiinze und Ohren sind geheilt. E wi 
Tier hat noch den Auswuehs = an j kann, 

Schnauze, sonst sind alle Tiere normal. schric 

lo ‘ : Alle Tiere véllig normal deutli 


i. ; fe aos 7 _ ; . ao werd 
Eine kleine Menge Sojaél hat bei den Tieren dieser Gruppe die Haw" ~ 


symptome gemildert. Da alle Tiere weil waren, hatten wir keine Gelege Wand 

heit, eine Anderung der Farbe durch den Pantothensiiuremangel zu beol 

achten. bzw. 
Gruppe V. (Standardlisung J) unter 


Nach 12 Versuchswochen wurde der Haarwuchs am Riicken an 3 Tiere 
dinn, und auch die Schwiinze sind nicht ganz frei yon Schuppen. Diane 
rt - c > 
anderen ‘Tiere sind normal. e.: 9 
gle 


rr fal 5 Sai r 

Gruppe VI. (Trockenhefe) ODIs 

a 

Bei einer Ratte trat nach 7 Wochen Versuchszeit eine Wunde aP!8 ! 
Nacken auf, die sich schlieBlich rund um den Hals ausdehnte. und berzeit 
Abschluf der Versachszeit noch nicht zu heilen begonnen hat. Die iibrigeflayiy 
rye pati 1) Ano i Pe oa 1 +7 aay ¢ . » e 
Piere zeigen keine Krankheitssymptome. inne) 


Friihere Versuche iiber die zuwachsférdernde Wirkung vohatt 
p-Aminobenzoesdure. Uber die von J. Siberg ausgefiihrten VaHiim 


suche iiber den KinfluB von p-Aminobenzoesiiure (0 y, 40 7 un 

100 y pro Tag) auf den Zuwachs junger Ratten berichteten Euleselr 
Ahlstrém und Wallerstrém}, Diese Versuche haben gezeigvou 
daB p-Aminobenzoesiiure zusammen mit den itibrigen, in unserevon 
Standardlisung I enthaltenen B-Faktoren wihrend 3—5 WocheZeit 


keinen EintluB auf die Gewichtserhéhung der Versuchstiere au 


bt. Die Versuche waren zu kurz, um einen KEinflufi di 

e as fe + : } ry\.: T +g) 
p-Aminobenzoesiiure auf Haut und Haarwuchs der Tiere hervory 
treten zu lassen. a 


') Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 16B, 1 u. 2 (1942). Uber Antivitam! 


a . a . . } ’ , sf a 
wirkungen der p-Aminobenzoesiiure in vitro vgl Adler, Euler u. Ska 
zynski, ebenda 16A; 12 (1942). 
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el a ° : 9 . ‘ . ‘ 
sis Vitamin-E-Mangel in unserer Grundkost II. Hs hat sich gezeigt, 


daB unsere Grundkost + Standardlésung I fiir die Fortpflanzung 
nicht giinstig ist. Erst nach Zusatz von 1,2 mg «-Tocopherol 
haben die Weibchen mit normal ernihrten Miinnchen kriiftige 
Junge bekommen, die sie auch gestillt haben. Nach 6 Wochen, 
; , Wihrend denen die Miitter dieselbe Kost erhalten haben, waren 
“jedoch alle Jungen tot. Die Miinnchen haben mit Normalkost 
. sermihrte Weibchen nach Vit. E-Zusatz nicht befruchten kénnen. 


tau Versuche an Fett- und Lactoflavin-frei ernahrten Ratten. Die 


» .beschriebenen Hautschiiden, vor welchen Lactoflavin  schiitzen 
,kann, betrachten wir als dieselbe Krankheit, di: wir frither*) be- 
al, schrieben haben. Daselbst haben wir auch gezeigt, daB eine 
deutliche Verbesserung nicht nur durch Lactoflavin hervorgeruten 
Hay Werden kann, sondern auch durch Fettzusatz. Als Fett ver- 
eo Wandten wir damals Margarine, in einer Menge von 1 g pro Tag. 
beol Um die Abhingigkeit dieser Hautkrankheit von Lactotflavin 
bzw. von einem Fettfaktor von Vitamincharakter weiterhin zu 
untersuchen, haben wir folgende Versuche angestellt. 
Tere 20 Ratten wurden von der Entwoéhnung an etwa 5 Wochen 
Diane lactoflavin- und fettfrei ernihrt. Dann (8. Mai) wurden 
die ‘Tiere in zwei Gruppen geteilt; die eine Gruppe setzte die 
Obige Diit fort, die andere erhielt zusiitzlich 10 mg Linolensiiure 
e gpro Tag. Von 18 Ratten, die mehr als 10 Wochen der Versuchs- 
berzeit erlebt haben, litten 15 an schwerer Hiimaturie. Durch Lacto- 
rig¢flavinzusatz wurden 14 Tiere innerhalb yon 4+ Tagen und das letzte 
innerhalb von 11 Tagen geheilt. Kine vorherige Linolensiurebeigabe 
vohatte auf die Entstehung der Nierenschiidigungen keinen EinfluB. 
VerHiunaturie bei Lactoflavinmangel haben wir auch triiher beobachtet. 
ul In der ersten Gruppe war, wie erwartet, die Sterblichkeit 
leselr groB. In keinem Falle hatte sich die Dermatitis innerhalb 
eigvon 10 Wochen entwickelt, dann verblicben nur noch drei Tiere, 
serevon denen zwei sehr schwach waren, und diese erhielten zu diesem 
cheZeitpunkt (8. Juni) zusiitzlich 15 7 Lactoflavin. 


an Ra to 416 > ‘ Pee | \J , 
au Latte - ot 98. Cre wlent am 6, iwal Od G 
di Ss. Juni d0 ivinzusat 
The mwieht : } : 1] } “nad 
yo)Vie Gewichtszunahme begann unmittelbar und dauerte bis zum Ende der 
y P . + «> ry. rene ; ‘ ‘ . str ’ 
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Ratte 41695. Gewicht am 8. Mai 79 ¢. Rat 


4 , &.duni 70g. Lactoflavinzusatz. 
Gewichtszunahme regelmiibig, im Mittel 1,51 ¢ per Tag bis zum Ende ¢ 
Versuches (10. August). Gewicht 160 ¢. 
Am 19. Juni (also 11 Tage nach dem Lactoflavinzusatz) waren | 
ersten Anzeichen yon Hautanomalien bemerkbar. Wunden an den Vord 
ptoten; kleine Wunden an den Schenkeln. 


Am 26. Juni: Die Wunden an den Vorderpfoten teilweise gcheilt, 
LO. Juli: Kine Vorderptote vollstiindig reheilt. ‘ 
24. Juli: Wunden auf dem Riicken und am Hinterkopf. 
2%. Juli: Wunden teilweise geheilt. 
31. Juli: Wunden geheilt. 
3. August: Pelz der Sehnauze diinn. 
¢. August: Kleine Wunden am Hals. Pelz auf der Schnauze 


wieder dichter. 
10. August: Die Wunden am Hals geheilt. 


Ratte 41708. Kein Lactoflavinzusatz. 


Am 8. Mai: Gewicht 83 g. 


ZUsSat:z 


Saure. 


om - ~ > 
(. Juni: . 10D g. Ra 
Danach hielt sich das Gewicht zwischen 105—110 g bis zum 10. Augu: 
Am 10. Juli: Schuppiger Schwanz, Spuren von Schuppenbildung 
am ganzen IX6rper. 
20. Juli: Haut wie oben. Allgemeinzustand schlecht. 
Zi. Juli: Schuppen nur an Schwanz, Schnauze und Bauch. 
31. Juli: Schwanz besser. Allgemeinzustand schlecht. 
3. August: Schwanz volli¢ geheilt. 
7.—10. August: Nur die Nase schuppig. Ri 


Keine Himaturie wihrend der Versuchszeit. 


Ks scheint, daB bei diesen Tieren ein spontaner Heilung: 
prozeB der Hautschiidigungen mit wechselnden Fortschritten un 
Riickschlaven vor sich geht. Unter diesen Umstiinden hielten w 
es fiir wertlos, noch einen gréBeren Lactoflavin- oder einen Fet 
zusatz zu versuchen. 

Von den Tieren der zweiten Gruppe, die vom 8. Maia &® 
10 mg Linolensiiure pro Tag erhielten, blieben 5 Tiere am Lebe! 

Ratte 41694. Gewicht am 8. Mai: 90 ¢ 


oe, Gewichtsstillstand wiihren 
3 vorhergehender Tage. 


9°90. Juli: 139 ¢, dann Gewichtsabnahme b 
auf 122 er am 10. August. 
Am 10. Juli: Schwanzansatz, Schwanz und Schnauze schuppi 
31. Juli: Auswuebs aut der Nase; Wunde am Bauch. [jac 
7. August: Schwanzansatz und Ohren  schuppig; Wundey a }) 


auf dem Riicken. 
: a as eh 
10. August: Ohren voll von kleinen Auswiichsen; Schwan! 
ansatz schuppig und rissig, Wunden auf desatz 
pee ; “ = — SF ee fs ° 
Riicken, Pelz diinn am Hinterkopt. sO j 
liMeine Ifiimaturie. 
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: 
Ratte 41699. Gewicht am 8&8. Mai: 77 ¢, Gewichtsverlust wiihrend 
3 vorhergehender ‘Tage. 
Nach dem Zusatz von Linolensiiure Gewichtszunahme yon 
1,87 g¢ per Tag bis zum 8. Juni. Dann Gewichtsstillstand. 
Gewicht am 10. August: 133 g. 
Am 10. Juli: Schwanz, Schwanzansatz und Schnauze schuppig. 
25, Jil: AuBerdem Wunden am Bauch. 
Sy ee: Schnauze geheilt; Wunden am Vorderkopf 


3. August: Wunden am ganzen Kopf; Allgemeinzustand 


. 
. 


schlecht. 
10. August: Wunden beinahe geheilt, aber der Kopf erscheint 
hautlos, Schwanzspitze nekrotisch. Schwanz 
ansatz schuppig. 


Keine Himaturie. 


Die drei iibrigen Tiere aus dieser Gruppe erhielten Lactotlavin- 
gusatz zu ihrer Kost, einen Monat nach dem Zusatz der Linolen- 
jure. (Am &. Juni). 


Ratte 41704. Gewicht am &. Mai: 74 ¢, Gewichtsstillstand wiihrend 
3 vorhergehender Tage. 10 mg 
Linolensiiure zusiitzlich. 
rs “i & Juni: 64 ¢: Lactotlavinzusatz, dann Ge- 
wichtszunahme bis auf 139 © aim 
10. August. 
Am 9. Juni: Hinterpfoten schuppig. 


21. Juli10. August: Haut und Pelz des Tieres véllig normal. 


Ratte 41686. Gewicht am & Mai: 61 ¢, keine Gewichtszunahme 

wiihrend des daraut folgenden 

Monats. 

8. Juni: Lactotlavinzusatz: dann Zuwachs 
ul 154 ¢ per Tag bis auf 153 ¢ am 
1 W 10. August. 
Fet Am 31. Juli: Auswuehs aut der Schnauze. 
10. August: Sehnauze geheilt. 


UW a Ratte 4169@C. Gewicht eam 8. Mai: (0 g, keine Gewichtszunnhime 
Wiithrend des niichsten Monats. 


S Juni: Lactoflavinzusatz: dann Gewichts 


whren Zunahbme LOO ha per Tag bis aut 
l66e@¢nmn 10. August. Keine Spur 
me | einer ey rimatitis. 
upp! rreenonis. Be: Cire Lanolensiturezusa 4 VOU LQ ie und Clone 
| : P ~ } ° ‘ 44 : ’ rt : " 
h. Lactotlaviu ZUSatZ Von Ld : pel sonst Ke L- und Lactotlavin-freier 
unde¢Nahrung. sind die Ratten frei bzw. fast frei von Dermatitis und 
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vom selben Charakter wie bei Lactotlavinmangel entwickelt sj 
innerhalb 6—10 Wochen. Mit Linolensiiure aber ohne Lactoflay) 
zusatz sterben die meisten Tiere ab. Die iibrigen entwickeln Hay 
anomalien, wie bei Lactoflavinmangel iiblich. Lactoflavinmans 
hat schwere Nierenschiidigungen, die unabhiingig vom Linole 
siiurezusatz waren, bei 83°/, der Ratten hervorgerufen. 

Dab vereinzelte Tiere sowohl ohne Lactoflavin- als ohne Fettzufy 
, B. Ratte 41703) lingere Zeit weiterleben kénnen, haben wir schon friih 
beobachtet. Dieser Umstand, wie auch eine mit steigendem Alter manchp 
spontan eintretende, mehr oder weniger vollstindige und andauernde Heilu 
der Hautsymptome erschweren die Deutung dieser Versuche. 


Die hier beschriebene Hautkrankheit, die nach einer fet: 
freien Erniithrung wiihrend 17—19 Wochen studiert wurde, wu 
welche nach 7 bzw. 11—15 Wochen deutlich hervortrat, unte 
scheidet sich in gewissen Symptomen yon der von Burr w 
3urr!) beschriebenen Fettmangelkrankheit, und wird auch nicl 
durch 10 mg Linolensiiure verhindert. Das Anschwellen und Riite 
der Hinterpfoten gehért u.a. nicht zu den Symptomen der obe 
beschriebenen Hautkrankheit. Burr und Burr haben durch Hef 
zufuhr die Tiere gegen alle B-Avitaminosen geschiitzt. 

Die reine Fettmangelkrankheit ist von vielen Forschern eit 
gehend studiert worden, besonders hat man der Frage nach de 
wichtigen Bestandteilen des Fettsiiuregemischs natiirlicher Fett 
viel Aufmerksamkeit gewidmet*), und hat die Wirkungsweise diest 
lebenswichtigen Siiuren untersucht. Burr und Burr haben be 
kanntlich Linol- und Linolensiiure als die wichtigen Bestandtel 
des Fettes (spiiter als Vitamin I’, bezeichnet) angesprochen. 

Nach Hume, Nunn, Smedley-Mc Lean und Henderson 
Smith*) ist die Linolsiiure 6mal so aktiv wie die Linolensiiur 
wihrend Burr und Burr diese Sauren antfangs gleichwertig gefunde 
hatten. Arachidonsiiure ist nach Hume und Mitarbeitern der Lino 
siure in bezug auf Beschleunigung der Gewichtszunahme iibe! 


rao) 


legen, nicht aber als Heilmittel der Hautschiidigung. Burr un 


11 J. of Biol. Chem. S82, 345 (1929): 86, 587 (1930): 9%, 1 (1932). 
*) Zur Frage, in welchen Fetten ein spezifiseher Wachstumsstoff yo 
kommt, vel. Euler, Euler u.Siiberg, Die Erniihrung, 7, 65 (1942); Bo: 


u. Jansen, Voeding, 2, 6 u. 3, 2 (1941). Wir priifen die hochungesittigt 


Fettsiiuren als Oxydationskatalysatoren. 
) Hume, Nunn, Smedley -MacLean u. Henderson-Smit 


Biochemie. J. 32, 2162 (1938): 34, 879 (1940). 
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Mitarbeiter’) halten indessen ihre Ansicht fest, daB Arachidonsiiure 
in keiner Beziehung der Linolsiure iiberlegen ist. 

Turpeinen’) fand die Arachidonsiiure 8mal so aktiv wie 
Linolsiiure, wenn es daraufankommt, die Gewichtszunahme wieder- 
herzustellen. In bezug auf die Heilung von Hautschiiden besteht 
kein Unterschied zwischen den Methylestern der beiden Fett- 
siuren. Die Methylester der ungesiittigten Siuren des Dorsch- 
lebertrans besitzen keine erhebliche Aktivitiit. Turpeinen stellt 
die Theorie auf, daB die Arachidonsiiure der eigentliche un- 
entbehrliche ‘Teil des Fettes ist, und da die Linolsiure und die 
Linolensiiure nur dazu dienen, die Arachidonsiiure aufzubauen. 
Wenn diese Theorie zutrifit, gibt sie eine Erklirung, warum die 
physiologische Wirkung eines Fettes und dessen Inhalt an Linol- 
und Linolensiiure nicht vélhg parallel verlaufen. 

Der Umstand, daB dem Organismus spezielle ungesiittigte 
Fettsiiuren mit der Nahrung zugefiihrt werden miissen, deutet 
darauf hin, daB sie vom Organismus selbst nicht synthetisiert 
werden kénnen. Einen Beweis hierfiir fanden Evans und Lep- 
kovsky*) darin, daB das Fett von fettfrei ernihrten Ratten nicht 
mehr die Fiihigkeit besitzt, Fettmangelkrankheiten zu heilen, ob- 
eleich es groBe Mengen ungesittigter Fettsiuren enthilt. 
| Bernhard und Schénheimer?) haben schweren Wasserstoff 
angewandt, um festzustellen, welche Fettsiiuren von den Versuchs- 
tieren (Miiusen) synthetisiert werden kénnen und welche mit der 
Nahrung eingefiihrt werden miissen. Wird eine hochmolekulare 
Fettsiiure aus niedrigeren Molekiilen synthetisiert, so muB diese 
Fettsiiure nach den Vertf. gebundenes Deuterium enthalten, wenn 
dieses dem Organismus zugefiihrt worden ist. Die Menge des in 
den Fettsiiuren gebundenen Deuteriums steigt mit der Zeit, selbst 
wenn die Tiere wiihrend der Versuchszeit eine konstante Menge 
und Zusammensetzung des Fettgewebes aufweisen. Bernhard und 
Schénheimer fanden, dab Linolsiiure und eine Oktadekatrien- 
siure schweren Wasserstoff nicht enthilt, wenigstens nicht in 
srdBeren Mengen, als man auf Versuchsfehler zuriickfiihren kann. 


Burr. Brow n.. Kass oe Lundberg, Proe. Soc. Uxper, Biol. a. Med, 
2 (1940), : 

Turpeinen, J. Nutrit. (Am.) 15. 351 (1938): vel. aueh Boer u. 
B.C. P. Jansen, Arch. Neéerl. de Phy 3101. 2G (1942). 

Kvans u. Lepkovsky, J. of Biol. Chem. 99, 233 (1932). 

| t Biol. eigen ” (OF (1940): 


Seh Onheimer M1, Rittenberg, J. of Biol. Chem. baad Lvso)* Ritten 
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Smedley-MacLean und Nunn haben die Fettsiiuren in de 
Leber fetttrei erniihrter Ratten untersucht und dabei die vorhe 
unbekannte Siiure C©,,H,,O, gefunden, aber keine Siuren yj 
vier oder mehr Doppelbindungen. Kine Ausnahme bildeten dj 
Phospholipoide in der Leber, ebenso wie in den Muskeln, di 
selbst nach 215 Tagen fettfreier Diiit noch Arachidonsiiure ent 
hielten. 

Hevesy und Smedley-MacLean!) fanden mit Hilfe vo 
radioaktivem °°P, da die Bildung der Phospholipoide in Lebe 
und Niere aller Wahrscheinlichkeit nach unabhiingig vom Mange 
an ungesiittigten Fettsiuren weitergeht. Die Zuwanderung von P 
im Muskel von fettfre: erniihrten Ratten ist dagegen 1/, gréBer 
wie bei denjenigen, welche die wichtigen ungesiittigten Fett. 
siuren erhalten. Nunn und Smedley - MacLean?) nehmen 
an, daB Linol- und Linolensiiture nur Bausteine sind fiir die 
Bildung der eigentlich wichtigen hédheren ungesiittigten Fett. 
siiuren, die fiir den Fettumsatz der Tiere notwendig sind und 
die die Fettablagerung in Depots und Geweben steuern. Sie beob- 
achteten eine eigentiimliche Verfettung der Haut, der Muskeln 
und des Rumpfes, die stirker bei denjenigen fettfrei erniihrten 
Tieren auftrat, die wihrend einer Zeit von 5 Wochen eine kleinere 
Menge ungesattigter Iettsiuren erhielten und danach wieder auf 
die fettfreie Diit zuriickgetitihrt wurden, als bei denen, welche 
eine gréBere Menge von diesen Siiuren unter denselben Bedin- 
sungen erhalten hatten. 

Smedley-Mac Lean und Nunn folgerten aus ihren Ver- 
suchen, daB eif Minimum von Arachidonsiiure notwendig ist, 
damit die Zellen der Fettdepots mit Fett getiillt werden kénuen. 
Danach folgt eine Periode wirklichen Zuwachses, die begleitet wird 
von dem Verschwinden relativ groBer Mengen Arachidonsiiure. 

Diese Angaben stimmen mit denen yon Skraup, Strieck 
und Schorn’) iiberein, welche Stoffwechselversuche mit Hunden 
und Zuwachsversuche mit Ratten vornahmen. Diese Versuche 
wiesen nach Ansicht der Verff. darauf hin, daB den ungesiittieten 
Fettsiuren die Funktion. zukommt, die Schnelligkeit der Spaltung 
der gesiittigten Fettsiituren zu steuern. Es handelt sich dabei 
nicht um kleine Mengen ungesiittigter Siituren, welche katalytisch 
wirken, sondern es sind mindestens 10°/, ungesiittigter Fett- 


1!) Biochemie. J. 34, 903 (1940). 
> 
+) 


*) Biochemie. J. 32, 2178 (1938); 34, 884 (1940). 


)} Diese Z. 259. 1 (1939). 
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Uber den Bedarf héherer Tiere an Vitamin B-Komponenten usw. 4] 
situren notwendig, um eine Erhéhung der Reakt:onsgeschwindigkeit 
zu erhalten. 


»Gerade diese Notwendigkeit namhafter Mengen von ungesiittigten 


Siiuren zusammen >it dem (oben betonten) auffiilligen Befund, dab diese 
fiir sich allein gar nicht ,als Fett‘ verbrennen — d.h. den RQ nicht 
driicken — und der auch neuerdings wieder bestiitigten Tatsache, dab 


physiologisch keine Spaltstiicke der ungesiittigten Siiuren bisher gefunden 
sind, die durch Angriff einer Oxydation an der Doppelbindung entstanden 


a 


Wall, ul 


vereint weist auf die besondere biologische Funktion der un- 


cvesattigten 
direkt die Oxydation der gesiittigten Siiuren beschleunigen zu konnen.‘ 
Gleichzeitig mit der Entdeckung der besonderen Wichtigkeit 
gewisser ungesiittigter Fettsiiuren machten Evans und Lep- 
kovsky?) die erste Beobachtung der Zusammenwirkung von I*etten 
mit den Vitaminen der B-Gruppe. Diese Beobachtung galt der Ver- 
minderung des Bedarfs an Vitamin B, bei reichlichem Fettzusatz. 
Nachdem man nunmelr die Rolle des Aneurins beim Kohlen- 
hydratumsatz kenut, mu vielleicht die B,-sparende Rolle des 
Fettes so gedeutet werden, dab ein 
Nahrung die Aufnahme 


Siuren hin, als 


W asserstofi-Acceptoren aufzutreten und so in- 


reichlicher KFettzusatz 
Iohlenhydraten 


zur 
vermindert und 
somit auch den Bedarf an Vitamin B, einschriinkt. Gegen diese 
Deutung spricht allerdings die Beobachtung von Evans, Lep- 
kovsky, Murphy’) und Banerjee, daB verschiedene Fette in 
verschieden hohem Grad den 6,-sparenden KinfluB ausiiben. 

Was die Frage des Zusammenwirkens der Fettsiuren 
gewissen anderen 


Vou 


mit 
-Komponenten betrifit, so legen die Ver- 
hiltnisse hier anders. 

Gyoérgy beschried 1934°) eine pellagraiihnliche (symmetrisch 
auftretende) Hautkrankheit bei Ratten und fand ihr Heilmittel in 
einem von Kohle im Hefensaft absorbierbaren Stoff*). Er nannte 
den wirksamen Faktor ,,Pellagra preventing factor“ oder Vitamin B... 
Dieser FEFaktor war wahrscheinlich identisch mit Chicks und 
Coppings Faktor Y [y. Euler u. Malmberg, Biochem. Z. 291, 368 
(1937)|. Vitamin b, wurde isoliert, sein chemischer Bau von Kuhn 
aufzeklirt und schlieBlich yon ihm) 1959 synthetisiert und Ader- 


min genannt 

. Biol. Chem. 83. 269 (192 Science 68S, 298 (1928). 

J tf Biol. Chem. 107, 439 (1934). 

(xvorg Nature 133, 498 Birchu. Gyoérey, Biochemie. J. 
SO. 3 1936 

Winner ‘ O' Br ret Reader, Biochemie. J. 27 
29° Yoo). 

Kul I \\ [ Dic e Lh. Pb Fale Kul } Mit rb.. Bey 
chem. Ges. 71 g): FZ ( Ns Natur 24, 469 (1939 
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Gyérgy u. Eckhart!) haben die physiologischen Wirkunge 
dieses Vitamins studiert und hierbei eine Diit angewandt, welch: 
aus 18 Teilen Casein, 68 Teilen Zucker, 8 Teilen Butterfett, 4 Teile: 
Salzmischune und 2 Teilen Dorschlebertran bestand. Der Vitamin. 
zusatz betrug 20 7 Vitamin B, und 20,7 Lactoflavin. Hine Grupp: 
der Tiere erhielt zu der obigen Diit zusiitzlich 10°/, Eierkla 
Bei den Versuchen wurde die Zeit bis zum Erkennen der Acro. 
dynie (Rattenpellagra) bestimmt. 

Ohne Kierklar bekamen 70,7°/, der Tiere Acrodynie im Lauf 
von 2¢—103 Tagen, mittlere Zeit: 55 Tage. 

Mit Kierklar bekamen 84,4°/, der Tiere Acrodynie im = Laut 
von 14—112 Tagen, mittlere Zeit: 39 Tage. 


10, Adermin gaben ein positives Resultat gegen diese Mangel. 
krankheit. Aber die Gewichtszunahme dauerte nur kurze Zeit an 
und unspezifischere Krankheitssymptome traten auf der Haut wieder 
hervor. Gyérgy konnte die Notwendigkeit des Vorkommens einer 
weiteren B-homponente in der Nahrung feststellen, niimlich des 
sogenannten ,,Filtrat-Faktors“. 

Mit einer Dit, welche sich von der obengenannten haupt- 
sichlich dadurch unterscheidet, daB das Butterfett gegen eine 
geringere Menge gehiirtetes vegetabilisches Ol ausgewechselt wurde 
(dies bedeutet eine wesentliche Verminderung der ungesiittigter 
Fettsiuren), gelang es Supplee, Bender und Kahlenberg’ 
Acrodynie bei 100°/, der Versuchstiere hervorzurufen, (Der Vitamin 
zusatz betrug 12,5 7 B,, 107 Lactoflavin). In dieser Mitteiluns 
fndet man sehr aufklirende Farbenphotographien von Tieren mt 
mehr oder weniger ausgebildeter Acrodynie. 

Der Zusammenhang zwischen Acrodynie (B,-Mangelkrankhett 
und Burr und Burrs Fettmangelkrankheit ist besonders vot 
Birch*) und von Schneider, Steenbock und Platz‘) studiert 
worden. Der erstere fand, da die Funktionen des Vitamins B, 
und der wirksame Bestandteil der ungesiittigten Fettsiiuren eng 
miteinander verbunden sind, und daf 2 Faktoren an der Heilung 


der Acrodynie-ihnlichen Dermatitis beteiligt sind, niimlich 1, ei 


wasserléslicher Faktor, Vitamin B, und 2. ein Kaktor der in de 
) 
') Biochemie. J. 34, 1143 (1940). 
*) J. Nutr. 20, 109 (1949), 


*) J. of Biol. Chem. 124, 775 (1938): Bireh u. Gyérgy, Biochemie. / 
0, 304 (1936). 


) J. of Biol. Chem. 182. 529 (1940). 
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Uber den Bedarf héherer Tiere an Vitamin b-Komponenten usw. i‘ 


ed 


> 


Fettsiiuretraktion gewisser Ole und Fette vorkommt und wahrschein- 
lich mit Burr und Burrs Linolsiure verwandt ist. Birch dis- 
kutiert das gegenseitige Verhiltnis zwischen Vitamin b, und den 
ungesiittigten Fettsiuren. Er zieht in Betracht, dai’ das Vitamin B, 
an die ungesittigten Fettsiiuren gekoppelt ist und mit diesen zu- 
sammen eine lebenswichtige Substanz bildet, analog dem Lecithin 
und anderen mit diesem verwandten Substanzen. Wahrscheinlich 
in gewisser Zusammenhane zwischen Vitam in B, und Cholin. 
Birch und Gyorgy stellten die ie vethor aut, daB das Vitamin B, 
in den Geweben mit Protein kombiniert ist und die ee 
Gruppe eines Hnzyms ausmacht. Sie fanden niimlich, daB 75°/, des 
Vitamins aus Fischmuskel erst nach Hydrolyse extrahiert werden 
kénnen. Diese alae iese von Birch und Gyérgy, daB Adermin 
fest im Gewebe verankert ist, wird gestiitzt von den Beobachtungen 
von Keresztesy und Stevens?), dab eine ,StoBtherapie* unter 
Verwendung einer einmaligen Dosis von 0,10 mg Adermin-Chlor- 
hydrat innerhalb von 14 Tagen die Symptome der Acrodynie heilt. 
Schneider, Steenbock und Platz haben ebenfalls gefunden, daB 
die Acrodynie der Ratten auf zwei verschiedene Weisen heilbar 
ist, entweder durch die ,wichtigen Fettsiiuren“ oder durch ein 
Reiskleie-Konzentrat. Die im Reiskleie-honzentrat wirksamen Be- 
standteile sind das Vitamin B, und ein Fullererde-Filtratfaktor. 
Das Vitamin Bb, gibt nur einen zutilligen Erfolg bei Acrodynie, 
wenn dieser Filtratfaktor nicht vorhanden ist. 

Kbenso wie die Acrodynie wird nach Steenbock und Mit- 
irbeitern auch Burr und Burrs Krankheitskomplex sowohl durch 
die ,,wichtigen Fettsiituren“® wie auch durch das Reiskleie-Konzen- 
trat geheilt. Dieser Krankheitskomplex entstand, wenn trockene 
Brauereihefe der Acrodynie-erzeugenden Diiit zugefiiet wurde. Alle 
Ubergiinge zwischen diesen beiden Krankheitszustiinden sollen her- 
vorgerufen werden kénnen durch Zusatz verschieden grober Mengen 
von Brauereihefe. 

Die von Gyorgy, Steenbock sowie EKlvehjem u. Mitarbeiter 
und vielen anderen Forschern*) erwihnte notwendige Ergiinzung 
yon Vitamin b,, die allgemein als Hiltrat tuktor bezeichnet ist, 
und von Lepkovsky, Jukes und Krause’*) Faktor IL genannt 


Proc. Soe. Biol. Med. 38, 64 (1938); zitiert nach Kuhn u. Wendt, 
1) eZ. 256, 127 (1 S). 
) Oleson. Bird. Kilvehjem u. Hart, J. of Biol. Chem. 127, 23 
1436): Edgar, Maecrae ue. Vivanco, Biochemic. J. 52, 879 (1937 
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wurde, ist mit Pantothensiiure identifiziert worden, indem Kuhn 
in Zuwachsversuchen mit Ratten diesen Kaktor durch Pantothen- 
sure ersetzen konnte. Spiiter haben Gyérgy und Poling}) 
eezeigt, da dieser Stoff eine fiir die Entwicklung der natiirlichen 
Farbe des Pelzes notwendige Substanz ist. Dazu ist auch ein 
anderer Filtratfaktor”) aus Hefe, Reiskleie oder 'unfischleber 
notwendig, niimlich die p- Aminobenzoesiiure*). Dieser I’aktor scheint 
nach Versuchen aus diesem Institut in 3—5 Wochen keine Kin- 
wirkung auf den Zuwachs der Ratten auszuiiben (S. 34). Pfaltz 
fand, da& durch B,-Mangel hervorgerufene Ratten-Acrodynie durch 
Zusatz von 500 y Nicotinsiiureamid zu einer fettreichen Nahrung, 
erginzt mit B,, B, und Cholin deuthch gelindert wurde. EKrhielten 
die Tiere dann 20 7 Adermin, verschwanden die Symptome inner- 
halb 11 Tagen vollstiindig. Ohne Nicotinsiiureamid konnte ein 
B,-Zusatz keine Dauerheilung bewirken. 

Das Auftreten von Hautveriinderungen bei Ratten als Folge 
von Lactoflavinmangel ist von Gyérgy 19544) beobachtet worden. 
Kr ist der Ansicht, daB die friiher von Goldberger und Lillie 
sowie yon Chick und Roscoe beschriebenen pellagraihnlichen 
Symptome, die einem Mangel an B, zugeschrieben wurden, nicht 
von Lactoflavinmangel, sondern von Mangel an Bb, herriihrten®). 
Er konnte aber eime unspezifische Hautkrankheit hervorrufen, 
indem er Ratten wihrend 10—15 Wochen mit einer Grundkost, 
die durch B,, .,b,“ und B, (Veters Hefeneluat) ergiinzt war, fiitterte, 
und es gelang ihm, diese Hautveriinderung durch Lactoflavin zu 
beseitigen. Nach Copping sollen Vitamin b, und B, nur ge- 
meinsam ihre biologische Wirkung entfalten und bei ungenitigender 
B,- Zufuhr sollen auch Symptome eines B,-Defizits auftreten kénnen, 
selbst wenn die host genug B, enthilt und umgekehrt. Gorter 
sieht die ,unspezifische“’ Dermatitis als eime gemischte B,- und 
H-Avitaminose an und nach ihm ist der B,-Mangel in “seiner 
reinsten form ausschheBlich (vom Wachstumsstillstand abgesehen) 
gekennzeichnet durch Haarveriinderungen (Vertilzung, Verlust des 


') Gyorgy, Poling u.Subbarow, J. of Biol. Chem. 132, 789 (1940): 
Gyorgy u. Poting, Science 92, 202 (1940). 

*) Dimick u. Lepp, J. Nutrit. (Am.) 20, 413 (1940). 

3) Ansbacher, Science 93, 164 (1940). 

4) Nature 133, 498 (1934). 

") Dasselbe diirfte auf die von Clemmesen beobachteten Symptome 
zutreffen. Acta path. et microbiol. seand. (Diin.) 10, 304 (1933). aut dessen 


bemerkenswerte Arbeit besonders hingeWiesen sei. 
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Glanzes, Ausbleichen der Haare). Ob Fett sparend auf B,-Bedart 
einwirken kann, ist yon Evans, Lepkovsky und Mu rphy unter- 
sucht worden, ohne da sie einen detinitiven SchluB aus ihren 
Untersuchungen zu zichen wagten!), Day, Darby und Langstone 
beobachteten *), daB Ratten, die eine Kost ganz frei von Lactoflavin, 
aber mit hinreichenden Mengen von B, und B, erhielten, inner- 
halb von 4—12 Wochen ihr Haar verloren. 

Die Lactoflavinwirkung soll auBer zu B, und Fett auch 
in naher Beziehune zum Aneurin stehen, indem Lactoflavinzufuhr 
den bedart an Vitamin B, verringern und die Lebensdauer von 
Beriberi-kranken Ratten verliingern soll (Kllis, Zmachinsky) 

Karrer, Laszt und Verzar*) beschrieben eine typische 
symmetrische Dermatitis, hervorgerufen durch B,-Mangel bei einer 
Diit, welche 10 y Lactoflavin und 10—4°/, Fett enthielt (1°/, Dorsch- 
lebertran und 9 — 3°/ Cocosfett). Diese Avitaminose konnte geheilt 
werden durch groBbe Dosen (50—400 y) von Lactoflavinphosphat. 
Dagegen erwiesen sich 200 y Lactotlavin unwirksam, ebenso 
Nicotinsiureamid. 

Gyorgy und Goldblatt*) sehen Cholin als einen Faktor 
des B-Komplexes an und haben die Wirkung von Cholinmangel 
an Ratten studiert. Die Fettinfiltration der Leber ist lange als 
eine Folge einer in dieser Beziehung unvollstiindigen Duiit be- 
trachtet worden, und die Verff. haben zeigen kénnen, dab ein 
Zusatz von B, die Cholin-Mangelsymptome, und besonders die hier- 
bei an jungen Ratten entstehenden Nierenschidigungen, verstiirkt. 
Diese iiufern sich als Nekrose der Rinde und durch Entstehen von 
Hiimorrhagien, die der vergréBerten Niere eine purpurrote Farbung 
ceben. Ks wird darauf hingewiesen, dai der Bedarf an Cholin 
von der Zusammensetzung des Protein-Anteils der Nahrung ab- 
hiingig ist (von Quotienten Cystin: Methionin). Griffith und 
Wade) geben 0,4 mg Cholin per g Kost als die Menge an, die 
Nierenschidigungen verhindern kann. Um die fettinfiltration 


1) J. of Biol. Chem. 107, 429 (1934). 
2) J. Nutrit (Am.) 15, 389 (1937). 

Piiivers Arch. 239, 644 (1937): Verzar (Die Funktion der Neben 
merenrinde, Basel 1939), ist der Ansicht, dal Lactoflavinphosphat im (recen 
satz zu Lactoflavin nebennierenektomierte Ratten in gutem Zustand erhiuten 
kann. Viele spiitere Arbeiten haben dies nicht bestiitigen k6nnen (Kendall, 
Annu. Rey. Biochem, 1941, S. 300). 

') J. exper. Med; 72, 1 (1940); Gavin u. Mcllenry, J. of Biol. Chem. 
12, 41 (1940). 


Griffith u. Wade, J. of Biol. Chem. 151, 567 (1959). 
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der Leber zu verhiiten sind aber grébere Dosen Cholin (2 mg 
per g Nahrung) ndotig. 

In diesem Zusammenhang sei an Ergebnisse erinnert, zu 
denen Euler und Malmberg!) in Zuwachsversuchen mit Ratten 
vekommen waren, indem sie mit lactonflavinfreier Kost ergiinzt 
mit Oberhefenkochsaft eine durchschnittliche Gewichtszunahme 
von 0.7 g pro Tag wihrend 7 Wochen erreichten. Ks muB also 
in Oberhefe eine Substanz geben, die Lactoflavin wenigstens 
zeitweise ersetzen kann. 

Der Hefenwuchsstoft Inosit ist nach Gavin und McHenry ta 
auch fiir Ratten von Bedeutung. Dieser cyclische Polyalkohol 
soll bei Miusen unter gewissen Umstiinden lokalisierten Haar- 
schwund verhindern kénnen und dhnlich wie Cholin Leberver- 
fettung hemmen. 

Auf Grund unserer bisherigen experimentellen Untersuchung 
seben wir folgende Zusammensetzung einer Vitamin-B-Mischung 


4 


an, die wir bei der Fortsetzung unserer Versuche als Vergleichs- 
substanz verwenden werden: 


Aneurin-Hydrochlorid . . . 12 AUCAVGUETC:. 6s & » & » 20 
Nicotinsiureamid . .. . . 30 p-Aminobenzoesiiure . . . 1O 
Adermin-Hydrochlorid . . . 15 Cholin-Chlorid. . . . . . 1000 
Fh re | Pantothensaures Ca... 100 


Mit dieser Mischung soll zunichst der Eintlu& von Wuchs- 
stoftten wie Biotin, Aminosiiuren usw. untersucht werden. 


1) Diese Z. 250, 158 (1937). 








Uber die Rolle der Struktur des Giucosemolekiils 
bei der Resorption aus dem Diinndarm 
Von 


Try ON se Se a tan 
P. Csaky 


Die Resorption der unterschiedlichen Monosaccharide aus 
dem Diinndarm erfolgt nicht mit der gleichen Geschwindigkeit’), 
vielmehr dringen Galaktose, Glucose und Fructose erheblich 
rascher durch die Darmwand als die tbrigen Monosen?). Diese 
3 Zuckerarten befolgen nicht die Diffusionsregeln*); man spricht 
in ihrem Falle von ,selektiver Resorption‘ und nimmt an, dab 
bei dieser aufer der Diffusion auch ein anderer Vorgang beteiliet 
ist. Moglicherweise kommt dieser auf fermentativer Grundlage 
zustande, denn die selektive Resorption ist durch Abkiihlen des 
Darms in umkehrbarer Weise zu unterbrechen*), und das Aus- 
maB der Resorption kann durch vorhergehende Verfiitterung der 
betretienden Zuckerart geiindert werden®). 

Ks erwies sich, dai die selektive Zuckerresorption bei mit 
Monojodessigsiiure®) baw. Phloridzin®’) vergifteten Tieren vollig 
unterbleibt. Bekanntlhch unterbinden Phloridzin und mittelbar 
auch monojodessigsaure Salze die Phosphorsiiureveresterung 
der Zuckerarten, es ist demnach anzunehmen, daf die selektiv 
resorbierten Monosen wihrend des Eindringens in das Darmepithel 
sich mit ‘Phosphorsiure verestern. Diese Annahme scheint ge- 


++ } i Reg } O ns 
stiitzt zu werden durch die Beobachtung, dab anorganisches 
Phosphat die Glucoseresorption férdert? 
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Verzar?*) folgende Theorie auf: Die Phosphorylierung der selektiy 
resorbierten Zuckerarten erfolgt in den Zellen der Darmschleim- 
haut. wodurch das Konzentrationsgefiille des Zuckers zwischen 
Darminnerem und Darmschleimhaut gréBer wird, was wieder eine 
schnellere Diffusion zur Folge hat. 

Die vorerwihnten Versuche besagen, daB die im Laufe der 
Glucoseresorption sich abspielenden biochemischen Vorgiinge mit 
einer eventuellen Phosphatveresterung einhergehen, erteilen jedoch 
hinsichtlich der Einzelheiten der Prozesse keine Auskunft. Im 
weiteren Verlaufe wurde festgestellt, daB der organische Phosphat- 
vehalt der Darmschleimhaut wihrend der Resorption zunimmt !* ?!°), 
nicht aber gelang es zu ermitteln, welcher bzw. welche Phosphat- 
ester dabei entstehen, und welche mengenmiibige Beziehung zwi- 
schen Ksterbildung und selektiver Resorption besteht. 

Die Beleuchtung des Problems von anderem Gesichtspunkte 
aus ist unter Anwendung folgenden Gedankenganges médglich: 
Andert man das Glucosemolekiil durch VerschlieBen seiner OH- 
Gruppen, dann vermégen die wiihrend der Resorption zustande 
kommenden Veriinderungen — eventuell Veresterungen — an den 
gebundenen OH-Gruppen entweder nicht einzutreten, oder nur 
dann, wenn das zuvor verschlossene Hydroxyl durch Hydrolyse 
wieder frei gemacht wird. Eine solche Verbindung wird also 
nicht selektiv rascher, sondern langsamer aus dem Darm_ ver- 
schwinden. Ist die Struktur der Glucoseverbindung bekannt, so 
laBt sich aus ihrer relativen Resorptionsgeschwindigkeit schlieBen, 
an welchem Hydroxyl des natiirichen Glucosemolekiils wihrend 
der Resorption eine Veriinderung vor sich geht. 

Fiir solche Untersuchungen erschienen die Monomethylither 
am gecignetsten, teils weil die MolekulargréBbe der Glucose und 
ihre strukturellen Kigenheiten von der Substitution von OH durch 
OCH, nur in geringer Weise beeintluBi werden, andernteils weil 
bei Verwendung der stabilen Monomethyliither nicht die Gefahr 
besteht, daB aus ihnen die CH,-Gruppe in biclogischer Umgebung 
— im vorliegenden Ialle im Darm — abgespaltet wird. 


Versuche 


6-Glucosemethyliither. Die Untersuchung des 4-Methyliithers !&!7 18) 
mute zuniichst unterbleiben, weil es noch keine Synthese gibt, 


Im Laufe meiner Versuche untersuchte ich die 2-, 3-, 5- und 


die zu einem reinen, krystallisierten und ecinheitlichen Derivat 
fiihrt. Auch die an C-Atom 1 methylierten Verbindungen «- und 
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p-Methylglucosid untersuchte ich diesmal nicht, weil anzunehmen 
ist, dab sie vom Organismus mittels entsprechender Glucosidasen 
abgebaut werden und deshalb bei den Resorptionsversuchen nicht 
als so stabile Verbindungen betrachtet werden kénnen wie die 
Glucosemethy lather’). 


Der 2-Methylither wurde nach Brigl und Schinle") hergestellt. Die 
zweimal dargestellte Verbindung schmolz nach voraufgehendem schwachem 
Sintern bei 158° und bei 157°. (Das Priiparat von Brigl und Schinle 
hatte nach anfiinglichem Sintern den Schmelzp. 158°.) 

Vom 3-Methylither stellte ich durch Hydrolyse der entsprechenden 
tion dar (Schmelzp. 161 bzw. 138°). 

Fiir die Darstellung des 5-Methylithers ist kein Verfahren bekannt, 
mit dessen Hilfe zu einem krystallisierten Priiparate zu gelangen wiire. Die 
Methode L. v. Varghas’*') jedoch fiihrt zu einer sirupartigen Verbindung, 
die der Analyse nach als reines Priiparat zu betrachten ist. 

Fiir die Synthese der 6-Methylglucose gibt es zweierlei Verfahren. 
Das cine stammt von Helferich und Becker’*’), das jedoch ein sirup- 
artiges Kndprodukt zum Ergebnis hat. Die Methode von Ohle und 
v. Vargha”’) ergibt eine krystallinische Verbindung, die von den Ver- 
fassern als 5-Methylglucofuranose beschrieben wurde. Aus den Versuchen 
von Levene und Raymond”) erwies sich aber, daB es sich eigentlich um 
den 6-Methylither handelt. Die bei meinen Versuchen verwandte 6-Methyl- 
slucose wurde nach der urspriinglichen Beschreibung von Ohle und 
v. Vargha dargestellt. Der Schmelzpunkt stimmte mit dem yon diesen 
Verfassern angegebenen iiberein. 


Diacetonverbindung mittels Essigsiure?°) sowohl die a- wie dié-$-Modifika- 


Die Resorptionsversuche nahm ich an weiBen Ratten vor. 
Nach 24—36stiindigem Hungern erhielten die Tiere subkutan 
1,2 mg Athylurethan pro Kérpergewichtsgramm. In einem kleinen 
Teil der Fille benutzte ich die Methode von Wilbrandt und 
Laszt, indem ich den Diinndarm auswusch und in eine abge- 
messene Darmschlinge dann die zu untersuchende Lésung gab. 
Meistens wandte ich diese Methode jedoch nicht an, denn die 
vollige Kréffnung der Bauchhoéhle, das Auswaschen und Ausdriicken 
der Diirme beeinflussen die physiologischen Verhiltnisse unzweiftel- 
haft in ungiinstiger Weise, auch kann das Abmessen in Anbetracht 
der groben Dehubarkeit des Darms kein genaues sein. Darum 
nahm ich die Bestimmung der lKesorptionsgeschwindigkeit wie 
folet vor: Ich sah vom Auswaschen der Dirme ganz ab, weil ja 
der gréBere Teil des Diinndarms nach 24stindigem Hungern 
ohnehin leer ist: ich machte in der Mittellinie des Unterleibs 
elmen etwa lem langen Einschnitt, durch den hindurch ich den 

Hlerrn Prof. L. v. Vargha danke ich verbindlichst fiir die Unter- 
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stiitzung bei der priiparativen Arbeit. 
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Blinddarm heraushob, und band das untere Diimudarmende ab, 1,3 7 
sodann legte ich den Blinddarm zuriick und verschloB die Wunde “r 
mit 1—2 Nihten. Der zweite Kinschnitt erfolgte im Epigastrium, yet), 
dureh den hindureh ich das Duodenum heraushob und unterhal} Resot 
des Pfortners abband. In den abgebundenen vollstandigen Diinn. pp e0) 
darm spritzte ich mittels feiner Nadel 2—3 ccm der zu unter. Gem3 
suchenden und ungefiihr isotonischen Zuckerlésung ein. Ich maf dung 
die Liésung mittels Pipette in die Spritze. Nach dem Zuriick pelok 
legen des Duodenums und Verschlub der Wunde bheben die Tiere diese; 
1 Stunde bei konstanter Zimmertemperatur, sodann totete ich sie gem 
nahm den Diinndarm heraus, eréfinete ihn und spite seinen In. andex 
halt mit 10 ccm Wasser ab. In der Spiilfliissigkeit bestimmte plieh. 
ich das verbliebene Kohlenhydrat. weser 
Die Bestimmungsmethode fiir den Zucker stellte eine be. 
sondere Aufgabe dar, denn eine solche war in Anbetracht de pis 4 
Umstandes, daB mit diesen Verbindungen physiologische Versuche 
noch nicht vorgenommen wurden, nicht festgelegt. Sobotka*® Ve 
fand bei der Untersuchung der Oxydierbarkeit der Mono-, Di. 
Tri- und Tetramethylglucosen, dab die Aufnahmefihigkeit fii 
Sauerstoff nicht allein von der Anzahl, vielmehr auch von der ny q 
Stellung der Alkylgruppen abhiingt. Seine Untersuchungen er. Tiere 
streckten sich nicht auf simtliche Monomethylverbindungen, son. 
dern lediglich auf 3-Monomethylglucose. Im Laufe seiner Versuch 3 
fand er jedoch, daf alle untersuchten Mono- und Polymethylver- ©: 
bindungen mittels Hypojodid stéchiometrisch oxydierbar sind. 
Vorversuche, die ich mit den untersuchten viererlei Methyl  °. 
glucosen anstellte, ergaben, daB alle 4 Monomethyle nach Will. 
stitter und Schudel?*) mittels Hypojodid quantitativ bestimm- 
bar sind. Eine weitere Schwierigkeit bildete, daB die Bestimmun: 
im Darminhalt vorgenommen werden mubte, der bekanntermafer 
Jod verbraucht®). Da die Darstellung der untersuchten Verbin. —— 
dungen eine schwierige und kostspielige Aufgabe ist und dahe 
von diesen gréferen Mengen nicht zur Vertiigung standen, kam a 
es gar nicht in Betracht, fiir die Methylitherbestimmung ein Tire; 
andere Keduktionsmethode auszuarbeiten. Deshalb versuchte icl 
den Jodverbrauch des Darminhalts durch ein geeignetes Adsorbens © 
herabzusetzen. Fiir diesen Zweck erwies sich Zn(OH), als geeignet. 
Aus duberen Griinden konnten die Versuche nicht in der 
gleichen Zeit an Tieren der gleichen Zucht durchgefiihrt werden. 
Daher beobachtete ich parallel zu den Resorptionsuntersuchungel 2), 
der einzelnen Verbindungen gleichzeitig auch die Glucoseresorptiou 
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b bei Tieren der gleichen Zucht. Der Natur der Frage entsprechend 
lt war es weniger nitig das absolute Resorptionsvermégen der 
0 Methylither genau zu bestimmen, als vielmehr das Verhiiltnis der 
lt Resorption der fraglichen Verbindungen zu der der Glucose. 
n: Theoretisch waren nimlich nur zwei Méglichkeiten zu erwarten. 
T GemiB der einen Méglichkeit konnten in der fraglichen Verbin- 
ab dung die chemischen Veriinderungen zustande kommen, die die 
k- selektive Resorptionsgeschwindigkeit zum Ergebnis haben, und in 
Té diesem Falle wiirde die Verbindung auf die gleiche Weise aus 
i dem Diinndarm resorbiert werden wie die Glucose. Nach der 
0- andern Méglichkeit wiren die Veriinderungen behindert, und dann 
te bliebe die Resorption der Verbindungen hinter der der Glucose 

wesentlich zuriick. 


)e- Die Versuchsergebnisse werden durch die nachfolgenden Tab. 1 
lesbis 4 veranschaulicht. 
she Tabelle 1 























95 Y . Ld 4 _ 
‘ Vergleich der Resorption von 2-Methylglucose und Glucose aus dem 
)i- Rattendiinndarm binnen 1 Stunde 
fiir 
‘ ” ) ‘ . 
= 2-Methylglucose: 118 mg ' Glucose: 112,6 mg 
el Nr. des Nr. des |-— | 
ey. ‘Tieres | gefunden resorbiert Tieres | gefunden resorbiert 
, 0 | 0 
~~, me | mg " mg mg : 
she 79 | 39 33 2 14,4 9g 87 
- 86 32 27 4, 15,6 97 86 
5 92 26 22 6. 29,7 83 74 
‘e 81,5 36.5 o1 5. 29,¢ 83 74 
yl. QO S05 S70 2 ry. 7 Qo go 
1]. Durchsehnitt 29 Durchsechnitt 81 
Ti: rm ¢ 
labelle 2 
an: . : : , 9 ‘ 
: Vergleich der Resorption von 3-Methylglucose und Glucose aus dem 
] a) oe . re] 
pel Rattendiinndarm binnen 1 Stunde. 
)1n- 
he 3-Methylglucose Glucose 
all Nr. : Nr. 
¢ 4 . y | . 4 
leg einge- gefun- : ’ einge- | getun- ; 
: de s resorbiert des it resorbiert 
Ie Vyeres | geben | den Tieres| geben den 
ict mg me mg me me meg 0 
ens - , : ji -_ 
L16 17,4 48,0 | Sd 12. LOU Zoo SH D (9 
ne j 14 15461 564 1 49 | 14. | 1105 | 38 72,5. 66 
der | 183.2 | 67.3 | 115.9 63 16, 165,7 | 67,5 98.2 9 
len 17 eR RR 10 163.5 Q4 1g 162 12,6 19,4 v2 
} 165.2 79 86.2 ay Y(), 162 4 () 103.0 {}4 
ger 165,240 1149 | 70 22. 162 , 70,0 | 92 D7 
; \7 e - 
uo! Durehsehnitt 6% Durehsehnitt 70 
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Tabelle 3 
































erwe 
Vergleich der Resorption yon 5-Methylglucose und Glucose aus dem deg 
Rattendiinndarm binnen | Stunde il 
Gluc 
5-Methylgluecose: 145,5 mg | Glucose: 162 mg 
Nr. des es "——--| Nr. des a ; 
Tieres | gefunden resorbiert Tieres gefunden | ‘resorbiert 
mg me | me | mg  % 
pr a | . 
{ ? ) Sa 
oi Dare 23. 104,5 41 | 28 24. 23 | 139 86 
—_ 25. 106 39,5 | 22 26. 15 | 149 | 92 
27. 111,8 33, 7 23 28. 18 | 144 sae 
29. 107,7 37,8 | 26 OU, 20,9 | 1265 | 78 
Si. 100,3 45,2 31 32. 34 | 128 | 79 
33 109,5 36 25 | | 
Durchschnitt 270 Durchschnitt 85 
labelle 
Vergleich der Resorption von 6-Methylglucose und Glucose aus dem 
Rattendiinndarm binnen | Stunde 
— -—_ . ¢ 
: 6-Methylglucose ; Glucose: 162 mg ) 
: inge- ‘ , ; a 
des aise i gesbeindiou’ resorbiert _des gefunden! resorbiert 
Tieres | S©0€R | ; Yieres | 
' | / / Y 
mg | mg me | "sy mg me. | 4) We. 
oe ease renee ante —— meer me cores ESE SS | des 
i = Tel m ’ 3 
35. | 165,2 | 113.0 | 52,2 | 32 | 36. 54 108 | 67 Fier 
37 173,4 | 135.5 | 37,9 | 22 oS. 70 92 6| «Of 
SU, 173,4 | 127,9 | 45,5 | 26 4). 16,6 145,4 9) = 
4l. 165,2 117.6 | 47,6 | 29 42. 25,3 bout 84 | 
43. 173,4 | 130,8 | 42,6 | 25 44, 50,0 112,0 | 69 53 
45 165,2 | 111,5 | 53,7 | 33 46. 58,7 103,3 | 64 55 
agian. ear iff 
Durchsehnitt 28 Durehschnitt 7 0 
bl. 
Von den untersuchten Methylaithern wird demnach allein @ 
3-Methylglucose so rasch resorbiert wie die Glucose, wogegen d 
2-, 5- und 6-Methylglucosen in bezug auf Resorptionsgesch wind: 
keit weit hinter der der Glucose zuriickbleiben. Die Figur stel gan 
hes Cc : 
in anschaulicher Weise das Resorptionsverhiltnis der einzelné fan 
untersuchten Verbindungen zur Glucose dar, wobei die Aufsaugul iain 
der letzteren gleich 100 gesetzt ist. heii 
Ks erschien lohnend zu untersuchen, in welcher Weise Mon hier 
jodessigsiiure die Resorption von 3-Methylglucose beeinfluBt. dar 
ee, : : hts | .c 
, lab. 5 zeigt die Aufsaugung aus dem Diinndarm von Ratte ge}, 
die 1 Stunde vor dem Versuche pro Kérpergewichtsgramm 0,151 — 
Monojodessigsaiure subkutan eingespritzt erhielten. Die Ergebnis: yy e+ 
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erweisen, dab Monojodessigsiiure die Resorptionsgeschwindigkeit 























m des 38-Methylathers im gleichen MaBe herabdriickt wie die der 
& — 
Glucose. 
— . 
rt HO—C—H | 
0} | 
. H—C—OH 
86 HO—C—H 0 
92 
rs H—C__ OH 
89 3 ; 
78 H 
70 
si S| f ( >] 
85 | 
) aU 60 & 1 ) 
EinfluB der Stellung der Methylgruppen auf die Resorptionsgeschwindigkcit 
der Glucosemethylather, verglichen mit der Glucose. (Glucose = 100) 
m 
yyy | ~ 
labelle 5 
Vergleich der Resorption von 3-Methylglucose und Glucose aus dem 
° Diinndarm mit Monojodessigsiiure vergifteter Ratten binnen 1 Stunde 
ert ) 
3-Methylglucose Glucose 
1 - are Y 
“4 wt F Nr. : f | 
1 | einge- | gefun- 1g | einge- | gefun- 
; de = cel sd ‘. resorbiert | de =F - rl 7 ge resorbiert 
57 mg mg mg iP me | me | mg | 
90 | : | 
840 Ol. | 103,4 | 108,60 | 64,5) 3% 52. | 162 | 112,3 | 49,7 | 30 
69 = 98 173,4 ; 129,0 | 44,4 26 D4. 108 74,6 | 33,4 | 3 
64 DD 190 | 108 82 43 56. LOS 77,4 | 30,6 28 
ai a 177 124 | Os 3U 5S. 162 L08,5 | 3,0 ss 
ss OU. 173,7 134,8 | 38,9 22 6. l62 80,5 | 81,5 DO 
Ol. 173 3 | L168 56 AH a4 f 
] e sycy { ~ ; Sse 
n Durchschnitt 32 | Durehschnitt 34 
n d 
1 a 7 . . | ° bs 7 a ‘ a a E ‘ : | . 
di Obgleich es theoretisch nicht zu erwarten war, daB der Or- 
3 te! 


ganismus die CH,-Gruppe aus der 3-Methylglucose abspalten 


) t . is er 

Ine kann, erachtete ich es dennoch fiir angebracht zu _ prifen, ob 

sur etwa die CH,-Abspaltung fiir das Verhalten des 3-Methyliithers 
bei der Aufsaugung bestimmend ist. Zu diesem Zwecke inku- 

On! 


bierte ich die oberflichlich zerkleinerte Schleimhaut des Ratten- 
darms unter sterilen Bedingungen 1 Stunde lang mit blutisotoni- 
scher 3-Methylglucoselésung enthaltender Ringerscher Loésung; 
nach 1 Stunde war in der Suspension nach der bichromat- 
methode**) Methylalkohol nicht nachweisbar. 
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Besprechung der Versuchsergebnisse die 1 

Die Phosphoryherungstheorie, als zu Recht bestehend an habe 
genommen, wird durch die Versuchsergebnisse an Hand der by 
der selektiven Zuckerresorption zustande kommenden chemische am | 
Veriinderungen des niiheren beleuchtet. In den beim biologische betri 
Zuckerabbau bekannt gewordenen Phosphatestern wird die Phos. tisch 
phorsiiuregruppe am Kohlenstoffatom 1 oder 6 angelagert. Dem 
entsprechend kann, wenn man am C-Atom 1 oder 6 die vereste: heui 
bare OH-Gruppe durch die OCH,-Gruppe substitwiert, kein 
Phosphatveresterung zustande kommen, und die Resorption mu 
sich auf die gleiche Weise verschlechtern, wie wenn der chemi 
sche Vorgang durch Monojodessigsiure, Phloridzin, Iluorid ode 
EKpinephrektomie verhindert wird. Die Resorption der 6-Methy! 
slucose hat diese Auffassung denn auch bestiitigt. Wird die an C 
C-Atom 5 befindliche OH-Gruppe methyliert, dann wird dies 
Verbindung aus dem Diinndarm ebenso langsam aufgesaugt Wi 
die 6-Methylverbindung. Dieser Umstand liBt darauf schlieBer 
daB der wihrend der Glucoseresorption eventuell entstehend 
Phosphatester den Aufbau einer Hexaphosphopyranose hat, ode 
daB wenigstens eine Valenz der Sauerstoffbriicke an das C-Atom! 
gebunden wird. Die Annahme, da8B auch an das C-Atom 5 ein 
Phosphatgruppe gebunden ist, wird durch nichts gestiitzt; e1 
Phosphatester solcher Struktur ist unbekannt. Andererseits e: 
scheint es unzweifelhaft, daB die 5-Methylglucose einen Pyranrin 
nicht enthilt, ja daB sie wahrscheinlich iiberhaupt keine ring 
formige Struktur hat, worauf die Tatsachen hindeuten, daB st 
keine Mutarotation zeigt und Fuchsinschwefligesiiure in gleiche 
Weise wie die echten Aldehyde rétet. AuBerdem besitzt interes 
santerweise ihre wiibrige Lisung keine Drehung [v. Vargha?})]. 

Die Aufsaugung des 3-Methylglucoseiithers aus dem Dinn 
darm erfolgt mit der gleichen Geschwindigkeit wie die der Glu 
cose. Indem wir die eventuelle Abspaltung der Methylgrupp: Tv 
theoretisch und experimentell ausschlossen, kommtim biochemische 1 
Vorgange der selektiven Glucoseresorption in der am C-Atom! At 
sitzenden OH-Gruppe offenbar eine Veriinderung nicht zustande © 
Monojodessigsiiure behindert die Aufsaugung der 3-Methylelucos Ki 
in dem gleichen Mafe wie die der Glucose. Diese Erscheinung +" 
bestatigt unzweifelhaft die Richtigkeit der Annahme, daB die 
Resorption der 3-Methylglucese eine selektive ist, d.h. dal iv \ 
Molekiil dieser Verbindung beim Durchgang durch das Darm 4 
epithel die gleichen chemischen Veriinderungen vor sich gehen W 
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die im Falle der Glucose die selektive Resorption zum Ergebnis 
haben. 

Kine interessante Erscheinung ist, daB die Resorption des 
am C-Atom 2 methyherten Glucoseiithers hinter der der Glucose 
betriichtlich zuriickbleibt. Hieraus kann man folgenden theore- 
tischen SchluB ziehen: | 

Von den bekannten Monosephosphaten besitzen nach unserm 
heutigen Wissen*’) die folgenden biologische Bedeutung: 


f) Phosphofruet ) tf) Phosphoglyko 1-Phosphoglyko 
furanose pyranose pyranose 
CH,OH H—C—OH H—C—O—PO,H, 

OH—C- ) h-—OU—-O H—C—OH 
a ~H 8 On—t—H 0 OH C H O 
i—O—On | H—C—OH H—C—OH 
> =<) HC 
CH,—O—PO,H., CH,—O—PO,H. C--H,—0On 
(Neuberg) (Robison) (Cori) 
1-Phosphofructo-pyranose |, 6-Diphosphofructo-furanose 
H,—-C—O—PO, H, H,—C—O—PO,H, 
OH--C OH—C , 
OH—C—H OH—C—H 
{) 
H-—C—OH oO H—C—QOH | 
H—C-—-OH nO 
‘> | A...) PO. 
(Tanko-Robison) (farden-—Young) 


Keines von den beiden Glucosemonophosphaten kann wih- 
rend der Resorption ausschlieBlich oder tiberwiegend entstehen. 
Entstiinde niimlich nur 6-Phosphoglykopyranose, dann miiBte die 
Aufsaugung der am C-Atom 2 methylierten Glucose die gleiche 
Geschwindigkeit haben wie die Glucose; gegen die ausschheBliche 
Entstehung des Coriesters spricht die langsamere Resorption der 
2- und 6-Methylglucose. 

Auf Grund aller Ergebnisse, vor allem aber auf Grund des 
Verhaltens des 2-Methylithers, gelangt man zu der Kolgerung, 
daB das Glucosemolekiil wiihrend der Resorption ebenso veriindert 
wird wie ZU Beginn der alkoholischen (yiirung oder der Milch- 
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siurebildung im Muskel. In beiden Fallen entsteht ein Gleich. 
cewichtsgemisch, das zum guten Teil aus Harden-Youngeste 
(1,6-Diphosphofructo-furanose) besteht. In dieser Verbindung ist 
die Phosphorsiure am C-Atom 1 und 6 verankert und C-Atom 2 
und 5 durch eine Sauerstoffbriicke verbunden. Ihre Bildung ist 
behindert, gleichviel ob man die zu C-Atom 1, 2, 5 oder 6 ge. 
hérige OH-Gruppe durch OCH, substituiert; wie obige Versuche 
bestiitigen, muB dementsprechend die Resorption der 2-, 5- und 
6-Methylelucose eine langsame sein, wogegen der 3-Methylither 
ebenso rasch resorbiert wird wie Glucose. 

Kinen weiteren Beitrag fiir die Richtigkeit dieser theoreti- 
schen Uberlegung verméchte die Untersuchung der Resorption 
des entsprechenden nicht zersetzlichen Glucosids, sowie der des 
am C-Atom 4 gebundenen Glucoseabkémmlings zu hefern. Mit 
Verbindungen der ersteren Art sind Versuche im Gange, wogegen 
die 4-Alkylglucose erst untersucht werden kann, wenn sich ein 
reines Priparat herstellen laBt. 


Zusammenfassung 

1. Zur Entscheidung der Frage, welche chemischen Ver- 
anderungen am Glucosemolekiil bei der selektiven Zuckerresorp- 
tion vor sich gehen, untersuchte ich die Aufsaugung verschiedener 
Glucosemonomethylither. 

2. Die 3-Methylglucose wird aus dem Diinndarm der weiben 
Ratte ebenso rasch resorbiert wie Glucose, 2-, 5- und 6-Methyl- 
glucose jedoch langsamer. 

3. Die Versuchsergebnisse erweisen, daB wihrend der Re- 
sorption am C-Atom 3 des Glucosemolekiils eine Veriinderung 
nicht erfolgt, wogegen die Struktur der C-Atome 2, 5 und 6 wih- 
rend der Resorption eine Rolle spielt. Dementsprechend ist es 
wahrscheinlich, daB der wihrend der Resorption entstehende 
Phosphatester ein Gleichgewichtsgemisch ist, in welchem iiber- 
wiegend Fructose-1,6-diphosphat vorhanden ist. 

4. Die Monomethylglucosen erweisen sich als wertvolle Hilfs- 


mittel zur Krforschung verschiedener Fragen des Kohlenhydrat- 
stoffwechsels. 
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Biologische Dehydrierung der Lecithine und der Fettsauren 


Von 


E. Annau, A. Eperjessy und 0. Felszeghy 


Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitit Kolozsvar 


¥ eth attes : nee rr. _— ee 1QA9 
(Der Schriftleitung zugeevangen am 4. September 1942 


In einer Mitteilung von KE. Annau!?) wurde berichtet, daB die 
Rinderleber ein Ferment enthilt, welches in Gegenwart eines 
Aktivators Lecithin im Thunberg-Versuch dehydriert. Das Ziel 
der vorliegenden Arbeit war, die Befunde von Annau weiter zu 
verfolgen und einerseits den Aktivator zu identifizieren, anderseits 
die Eigenschaften des Fermentes zu erforschen. 

Als Folge der Arbeit wurde nachgewiesen, daB der Aktivator 
mit Hypoxanthin identisch ist. Dieser Befund scheint eine gewisse 
Bedeutung zu haben, da bisher keine Beobachtungen vorlagen, 
wonach in Stoffwechselprozessen der Harnsiiuregruppe eine Rolle 
zukime. Hypoxanthin und Xanthin wurden bisher nur als Vor- 
stufen der Harnsiiure aufgefaBt. 

Als eine weitere Folge der Arbeit ergab sich, daB neben dem 
Hypoxanthin auch das Xanthin wirksam ist, seine Aktivitiit ist 
jedoch um etwa ?/, schwiicher als die des Hypoxanthins. Die 
Harnsiiure fanden wir unwirksam. 

Darauf, daB der Harnsiiuregruppe, d.h. dem Hypoxanthin und 
dem Xanthin im Stoffwechsel eine besondere Rolle zukommt, 
scheinen nicht nur unsere Ergebnisse hinzuweisen, sondern auch 
die Befunde anderer Forscher. D. Adlerberg und M. Ellenberg? 
fanden nach einer hohen Fettbelastung eine verminderte Aus- 
scheidung von Harnsiiure. H. Hindemith und Mitarbeiter?) zeigten 
weiter in Rattenversuchen, daB groBe Coffeindosen zu einer Steige- 
rung des Fettstoffwechsels fiihren. Diese Steigerung trat sowolll 
in einer Verminderung des respiratorischen Quotienten, wie auch 
in einem Anstieg der ungesiittigten Fettsiiuren der Leber in Er- 
scheinung. Diese Beobachtungen scheinen nun durch unsere Be- 
funde ihre Erklirung zu finden. Somit liegt eine analoge Beob- 
achtung zu den Arbeiten von Hindemith auch in unserel 
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EXxperimenten vor, deren Beziehungen zueinander noch geklirt 
werden miissen. 

Da wir im Hypoxanthin ein aktives Prinzip bei der Fett- 
siiuredehydrierung erkannt haben, bot sich die Méglichkeit an- 
zunehmen, dal das von uns hergestellte Enzym die Xanthinoxydase 
sel, und dali wir es tier mit einer unspezitischen Beschleunigung 
der Hypoxanthinoxydation durch Lecithin, oder durch die Fett- 
siiuren, zu tun haben. Durch fraktionierte Ammoniumsulfatfillung 
konnte aber nachgewiesen werden, dab die Xanthinoxydase ziemlich 
scharf von der Lecithindehydrase zu trennen ist. Dai beide Fermente 
nicht identisch sind, darauf weist auch schon der Umstand, daB 
die aus Milch oder Leber hergestellte reine Xanthinoxydase keine 
Wirkung auf die Lecithindehydrierung besitzt. Die aus Rindermilz 
hergestellte unreine Xanthinoxydase hat ebenso keine solche de- 
hydrierende Wirkung. 

Die in der friiheren Arbeit angenommene Spezifitiit des 
Enzymsystems auf Lecithin allein scheint sich nicht mit Sicherheit 
erweisen zu lassen, da dieses Knzymsystem aufer dem Lecithin 
auch die Stearin- und Palmitinsiure dehydriert. Besonders gut 
wird die Palmitinsiure dehydriert. Auf Oleinsiure ist das Enzym, 
entsprechend den Erfahrungen von K. Lang, unwirksam. 

Hine weitere wichtige Frage ist, ob das von Annau be- 
schriebene Enzym mit dem von K. Lang und Mitarbeitern her- 
gestellten Ferment identisch ist, dessen Aktivator der Adenyl- 
siiluregruppe angehort. Dies ist um so wichtiger, da, wie es schon 
Lang hervorgehoben hat, hier keine strenge Spezifitit besteht, 
denn neben Adenylsiiure aktivieren auch noch Adenosin und 
[nosinsiure. Chemisch stehen die ersten Aktivatoren in ihren 
Purinresten dem Hypoxanthin nahe, Inosinsiiure besitzt aber selbst 
die Hypoxanthinfunktion. — Aus den Versuchen ergab sich, daB 
das Langsche Enzym, welches wir auch in der Rinderleber nach- 
weisen konnten, durch Fallen bei 50°/,iger Ammoniumsulfat- 
siittigung recht gut abzuscheiden ist, wogegen das von Annau 
hergestellte Knzym erst bei einem Siittigungsgrad von 60°), 
Ammoniumsulfat ausfillt. Mit der Langschen Dehydrase zu- 
sammen fillt auch der gréBbte Teil der Xanthinoxydase aus; ihre 
Abtrennung ist aber nicht vollkommen, denn die 60°/, ige 
Ammoniumsulfatfiillung enthilt noch geringe Mengen Xanthin- 
oxydase, deren Wirkung sofort in Erscheinung tritt, wenn die als 
Aktivator zugegebene Hypoxanthinmenge die optimale honzen- 


tration tiberschreitet (vgl. Tab. 2). Zum Beweis, daS die 50°/ ige 
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Ammoniumsulfatfillung hauptsiichlich das Langsche Enzym ent- 
hilt, sei angefiihrt, da die aus ihr bercitete Lisung nur die 
Salze der Palmitin- bzw. Stearinsiiure dehydriert und auf Lecithin 
keine Wirkung besitzt. 

Eine besondere Kigenschaft des von Annau_ hergestellten 
Enzymes ist, daB es jahreszeitliche Schwankungen zeigt. Das 
Enzym scheint nur in den Wintermonaten wirksam zu sein. Von 
Friihjahr bis Spitherbst konnten wir es nicht gut nachweisen, 
Dariiber liegen jetzt Erfahrungen von 3 Jahren vor. Wie wir 
schon oben erwithnt haben, ist eine filnliche Beobachtung von 
H. Hindemith und Mitarbeitern gemacht worden; durch Coffein- 
Verabreichung konnten sie bei Sommertieren keine Fettstoff- 
wechselsteigerung feststellen. 

Im allgemeinen scheint die Iettsiuredehydrierung (zur Zeit) 
ein recht verwickelter Vorgang zu sein, und es scheinen daran 
verschiedene Aktivatoren teil zu nehmen. Bisher halten wir es 
noch nicht fiir erwiesen, ob diese Substanzen als Co-Fermente 
elnem einzigen Enzyme angehoéren oder ob wir es hier mit einem 
verwickelten und bisher nur in seinen Anfiingen geklirtem KEnzym- 
system zu tun haben. Im weiteren halten wir es nach unseren 
bisherigen Erfahrungen nicht fiir sichergestellt, ob diese ver- 
schiedenen Aktivatoren als Co-Fermente wirken, oder aber ob hier 
noch andere Prozesse eine Rolle spielen. 


Experimenteller Teil 

Herstellung des Aktivators. 50 ke frische, gemahlene Rinder- 
leber werden in 30 Liter Wasser auf freier Flamme unter stetem 
Rithren auf 95° C erwirmt. Nach Erkalten des Kochsaftes wird 
durch ein Leinentuch filtriert und der Riickstand auf der Presse 
gut abgepreBt. Zur hellgelben, triben Lésung wird soviel oftizinelles 
Plumb. acet. bas. sol. zugesetzt, bis eine weitere Zugabe keine 
Triibung mehr verursacht. Der entstandene Niederschlag wird 
abzentrifugiert. Das tiberschiissige Bleiacetat wird nicht aus der 
Lésung entfernt, sondern es wird unmittelbar soviel 20°/, ige 
Mercuriacetat-Lésung zugesetzt, als noch ein flockiger Nieder- 
schlag entsteht. UberschuB an Mercuriacetat bringt den Nieder- 
schlag wieder in Lésung. Es wird itiber Nacht stehen gelassen, 
und am nachsten Tag abzentrifugiert. Der Niederschlag wird 
mit wenig Wasser ausgewaschen, in mindestens 5 Liter Wasser 
gut verriihrt und das Quecksilbersalz mit Schwefelwasserstoff zer- 


setzt. Wenn wihrend der Handhabung kolloidales (Juecksilber- 
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sulfid entsteht, so wird in die unfiltrierbare Lisung von neuem 
soviel Bleiacetatlésung zugesetzt, bis die Loésung nach weiterem 
Durchgasen mit Schwefelwasserstoff ein klares Filtrat gibt. Das 
Sulfid wird auf der Nutsche entfernt und man erhilt eine wasser- 
klare gelb gefiirbte Losung, welche im Vakuum fast zur Trockne 
eingeengt wird. Der im Kolben zuriickbleibende stark gelb 
cefirbte Riickstand wird, um den Aktivator aus dem Riickstand 
herauszulisen, mit heiBem 96°/,igem Athanol behandelt. Die 
alkoholische Lésung wird iiber Nacht stehen gelassen, wobei sich 
ein klebriger Niederschlag absetzt, von welchem abfiltriert wird. 
Nun wird die klare alkoholische Lésung mit alkoholischer Cupri- 
acetat-Lisung fraktioniert. Der erste Niederschlag, der meist 
schmutzig griin gefiirbt ist und zum gr6éBten Teil Verunreinigungen 
enthilt, wird verworfen. Erst der zweite, nach weiterem Zusatz 
von Cupriacetat entstandene, hellblaue Niederschlag wird weiter 
verarbeitet. Er wird abzentrifugiert, mit wenig Wasser gewaschen 
und ebenfalls in Wasser suspendiert und mit Schwefelwasserstoff 
zersetzt. Nach Abfiltrieren des Sulfidniederschlages wird im 
Vakuum eingeengt. Es setzt sich ein feinkérniger gelblicher Nieder- 
schlag ab, welcher neben Verunreinigungen hauptsiichlich aus 
Xanthin und Hypoxanthin besteht. Er wird in warmen salzsiiure- 
haltigem Methanol geloést, filtriert und die klare, noch immer etwas 
gelbliich gefarbte Lisung stehen gelassen, aus welcher, besonders 
nach Zusatz von etwas Aceton, schén geformte weibe Nadeln sich 
abscheiden. Es wird aus salzsiiurehalugem Methanol mehrmals 
umkrystallisiert, wodurch man ein analysenreines, hochaktives 
Priparat erhilt. 

Physikalische Eigenschaften. Weibe sphirisch geordnete Nadeln 
oder Prismen, welche sich beim Umkrystallisieren leicht zersetzen. 
In Alkohol und Wasser schwer léslich, in Ather und Aceton un- 
lislich. Uber 300°C briiunen sich die Krystalle ohne zu schmelzen. 
Von den qualitativen Proben gibt die Substanz die Kosselsche 
Zink- und Salzsiiureprobe, weiter die Diazoreaktion. 


Analysenwerte auf Hypoxanthin HCl bezogen: 


4.090 me Subst.: 4.810 me CO,, 1,420me H,O. 1,795 mg Subst. : 
0.480 cem N, (22°. 736 mm). — 3,820 me Subst.: 2,883 mg AgCl. 
C,H,ON,HCl + H,O Ber. C 31.50 H 3,70 WN 29,41 Cl 18,61 
Get. ,, 32,05 aed ae es oe «BOE « 


Herstellung der Enzymlésung. Im allgemeinen wurde nach der 


von Annau beschriebenen Methode gearbeitet. 750g aus dem 
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Schlachthaus frisch bezogenen Rinderleber (nur die fettarme, rote 
Leber ist gut zu gebrauchen) wurde auf der Fleischmaschine 
gemahlen, mit Sand verrieben, mit 2 Liter 0,9°/,iger Kochsalz- 
lésung gut extrahiert und am Wasserbade aut 60° © erwiirmt. Kgs 
wurde schnell abgekiihlt und zentrifugiert. Die rot gefiirbte 
Fliissigkeit, welche das Enzym enthilt, mit Ammoniumsulfat zy 
40°/, gesiittigt, der abzentrifugierte Niederschlag verworfen und 
die Fliissigkeit mit Ammonsulfat auf 50°/,ige Sittigung gebracht, 
zentrifugiert. Der Niederschlag enthailt den gréBten Teil der 
Xanthinoxvdase und das Langsche Ferment. Die abgehobene 
Fliissigkeit wird nun auf 60°/,ige Ammoniumsulfatsittigung ge- 
bracht und der abzentrifugierte Niederschlag, der nun die Lecithin- 
dehydrase in sich schlie8t, in eine ein Zehntel des urspriinglichen 
Volums betragende eisgekiihlte physiologische Kochsalzlésung auf- 
genommen. Diese Lisung enthilt noch ziemlich viel inaktives 
KiweiB und wird zwecks weiterer Reinigung von neuem auf 58° (© 
im Wasserbade erwirmt. Der voluminése Niederschlag wird ab- 
zentrifugiert, und die so erhaltene rdétlich-gelbe, fluorescierende 
Loésung wird nun als Enzymstammliésung zu den Versuchen ge- 
braucht. 

Physiologische Versuche. — Dehydrierungsversuche nach 
der Methode von Thunberg. Um Dehydrierungen im Lecithin- 
molekiil festzustellen, haben wir uns der Thunbergschen Methode 
bedient. Als Wasserstoffacceptor diente Methylenblau in einer 
Verdiinnung von 1: 10000. Die abgewogene Menge des Aktivators 
bzw. Hypoxanthins, Nanthins, wurde mit Hilfe von NaHCO, in 
Lésung gebracht oder aber das salzsaure Salz benutzt, welches 
dann mit NaHCO, neutralisiert wurde. Der Aktivator wurde mit 
dem Methylenblau zusammen in die Seitenbirne der Thunberg- 
Rohre gegeben und erst nach Vorerwarmung von 3 Minuten zur 
Knzymloésung gekippt. 


Tabelie I 
T 


Leem Enzym + 1 e¢em. Lecithin in m/15-Phosphatpuffer von py, 7,4, 
(bei der Kontrolle Phosphatpuffer allein) + 1 ¢em Methylenblau 1 : 10000. 
Entfirbungszeit in Minuten. + -Zeichen bedeutet die Stirke der Blaufiirbung 


Angatz: 





Y Aktivator Kntfiirbungszeit 
in ¥ Versuch Kontrolie 
| 10) 27) a ae 
2 60 . 2 40" 32" 
og 80 On” 39! 
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Die Enzymlosung wurde zumeist tiiglich frisch bereitet und, 

wie man aus der Tab. I sieht, sind sich die an verschiedenen 

Tagen bereiteten Enzymlésungen in ihrem Wirkungsgrad beziiglich 

der Mengen des Aktivators nicht immer gleich. Dies scheint mit 

der verschiedenen Enzymkonzentration der Lebern in Zusammen- 

hang zu stehen. Zum Versuch wurde 1,00 ml der Enzymstamm- 
lisung gebraucht. 

Tabelle IU 


Ansatz wie bei I 





. Entfirbungszeit 
Nr. y Hypoxanthin ; . : 
Versuch Kontrolle 
1 30 45” se 
2 25 35°” | 24" +44 
3 20 50’ af 4 kh 
l 75 YY Te’ 1’ 
2 50 1’ (8’) 30" 4 








In der Tab. I] sind diejenigen Versuche mitgeteilt, wo statt 
dem ,,Aktivator’ Hypoxanthin benutzt wurde. Wie man sieht, 
besteht auch hier die obengenannte Variation in der Hypoxanthin- 
konzentration bei den an verschiedenen ‘Tagen hergestellten 
Enzympraparaten. Die von Annau erwihnte Erscheinung, dab 
nach Entfarbung der Methylenblaulésung eine Riickfirbung auf- 
tritt, steht mit der Verunreinigung des Knzymes im Zusammen- 
hang und kommt bei gut gereinigten Knzymlésungen nicht vor. 

Kine weitere Frage war, ob neben Hypoxanthin auch seine 
héhere Oxydationsstufe Xanthin im Dehydrierungsversuch aktiv ist. 


Tabelle Ill 


Ansatz wie bei I 








' Kntfiirbungszeit 
Nr. Aktivator : : 
Versuch Kontrolle 
80 y Xanthin a0 : 1] D 

2 60y | 15’ 15 
3 30 y Hypoxanthin 18” 4™ 
: 20 Y a 20)’ 4! 
| 40 y Xanthin cr 30 30" 
} | ae ary 
. 60 y . 15 3() 
20 y Hypoxanthin | 36° 45 
30 Y i 1’ 10 ig 





Wie aus der Tab. IIL ersichtlich ist, besitzt auch das 
Xanthin einen katalytischen Effekt auf die Dehydrierungszeit, 
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jedoch nur in einem um ein Drittel schwicheren Mafe. Har, 
siure fanden wir unwirksam. 

Es war auch wichtig zu klaren, ob unser Enzym nur ay 
Lecithin einwirkt oder ob die fettsauren Salze (Stearinsiiure 
Palmitinsiure) auch eine Dehydrierung ertahren. Theoretisch: 
Betrachtungen erlauben niimlich die Méglichkeit, daB die freie 
Fettsiituren auch eine Desaturation erleiden. 


Tabelle IV 


Ansatz: 1 eem Enzym und Methylenblau wie bei Ll. Kontrolle mit Phospha 


wie bei I. Im Versuch 1 cem m/100-Natriumpalmitat-, -stearat- oder -oleat 
lésung in m/15-Phosphat p,, 7,4 











Kntfirbungszeit 
Nr. Aktivator 2 : = 
Versuch | Kontrolle 
] 30 y Hypoxanthin 30” Palmitat 11’ 
9 307 ~ i. 55” Stearat cy 
3 30 7 . 11’ Oleat 11’ 
1 20 30° Palmitat | Bo + 
2 20 Y - 12’ Oleat + + + = 


Wie aus der Tab. 1V gut zu ersehen ist, werden die freie 
Fettsiiuren bzw. ihre Salze von Hypoxanthin gut dehydriert. Kin: 
Ausnahme bildet nur die Olsiiure, welche sich refraktir zeig! 
Dieser Befund steht in EKinklang mit den Ergebnissen vo 
K. Lang. Die Versuche wurden mit den d&quivalenten Menge 
der Na-Salze der Fettsiuren in einer Konzentration von m/10 
in m/15-Phosphatpuffergemisch durchgefiihrt. 

Zuletzt schien es von groBer Wichtigkeit, den Zusammen 
hang klar zu stellen, welcher zwischen dem Enzym von Annat 
und dem yon kK. Lang besteht, da in der Mitteilung von Anna 
behauptet wird, dafi das von ihm hergestellte Enzym dure 
Adenylsiure nicht aktiviert wird. 

Wie in den Anfangsbetrachtungen dieser Arbeit erwiihnt is 
scheidet sich das Langsche Enzym bei einer 50°/ igen Ammonium 
sulfatsattigung mit dem gré8ten Teil der Xanthionoxvdase aw 
Doch eine vollkommene Trennung beider Enzymsysteme gelat: 
bisher nicht, so dab es verfriiht wire, einen diesbeziiglich ent 
giiltigen SchluB zu ziehen; es besteht jedoch eine groBe Wabr 
scheinlichkeit, daB man es hier mit zwei verschiedenen KnzyD: 
systemen zu tun hat. 
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Zusammentiassung 

Die Rinderleber enthilt ein Enzym, welches in Gegenwart 
von Hypoxanthin oder Xanthin Lecithin im Thunberg-Versuch 
dehydriert. Ks werden neben Lecithin auch Stearin- und Palmitin- 
siiure dehydriert. Das Enzym ist nicht Xanthinoxydase. Ob es 
mit dem yon kK. Lang hergestellten fettsiurendehydrierenden 
Knzym identisch ist, ist noch nicht sichergestellt. Das Knzym 
zeigt jahreszeitliche Schwankungen. Mit Sicherheit konnte es nur 
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Uber die Konstitutionsspezifitat der hamorrhagischen Wirkung 
von 3,3-Methylen-bis-(4-oxycumarin) 
| Von 
Jensen 


Knud F. Jansen und K, A, 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitit und Chirurgischen Abteilung D 


des Reichshospitals Kopenhagen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. September 1942) 


Mit dem Namen ,sweet clover 
Nordamerika eine Krankheit, 


disease* bezeichnet man in 
die das Vieh nach Fiitterung mit 


geschimmelten Heu aus Steinkleearten (Melilotus albus, M. offici- 
nalis) angreift. Diese Krankheit zeigt sich durch imnere und 


‘iuBere ,spontane“ Blutungen, nach Liisionen oder operativen Ein. 
griffen (Kastration, Enthornung), die oft den Tod zur Folge haben. 
Die Kenntnis dieser Krankheit ist vorerst den Untersuchunger 
von Roderick!) zu verdanken, wonach es sich um eine Hypo: 
prothrombinamie handelt. ) 

Bei den Untersuchungen zur Atiologie der Krankheit ergal 
daB es sich um eine Ernihrungskrankheit handelt, die mi 
der Fiitterung von genanntem Heu aus Steinkleearten in Verbindung 
steht. Nach langjihrigen, von der ,,Wisconsin Agricultural Ex. 
perir ent Station* (Campbell u. Mitarb.) durchgefiihrten Versucher 
gelang es, das Heu willkiirlich toxisch zu machen und das toxi- 
sche Agens zu konzentrieren?”). 

Als SchluBstein dieser groBangelegten Untersuchung gelam 
es endlich in den Jahren 1940—41 die himorrhagisch a kond 
Substanz zu isolieren und ihre Konstitution aufzukliren ® *), Die 
Verbindung erwies sich als identisch mit einem bereits im Jabri 


1903 von Anschiitz®*) dargestellten Cumarinderivat, 3.3’-Me 
thylen-bis-(4-oxycumarin): 
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Diese Verbindung wird im folgenden kurz ,,Dicumarin“ ge- 
nannt*), Sie kann aus 4-Oxycumarin und Formaldehyd dar- 
gestellt werden. Das Cumarin, das bekanntlich in Steinklee 
reichlich vorhanden ist, war ohne hiimorrhagische Wirkung. Die 
himorrhagisch wirkende Substanz entsteht nur in kleiner Menge 
und nur unter ganz bestimmten Bedingungen, wahrscheinlich durch 
die Kinwirkung bestimmter Schimmelpilze auf das Cumarin. 

Schon vor der Herstellung des reinen Dicumarins war man 
u.a. durch die Untersuchungen Rodericks dariiber klar ge- 


worden, wo der Defekt im Koagulationsmechanismus zu finden 


ng 


. war. Es handelt sich um eine Herabsetzung des Prothrombin- 
gehaltes im Blute, wihrend die tibrigen Komponenten — Fibrin- 
ogen, Blutplittchen, Gewebekinase -—- unbeeinfluBt zu sein 
scheinen. 

Wo im Organismus das Dicumarin wirkt, steht noch nicht 
fest, es schemt aber — auch nach den Erfahrungen des einen 
von uns (K. F. Jansen) — sich um eine Leberbeeinflussung zu 
handeln. Die Wirkung scheint also eine der des K-Vitamins 
entgegengesetzte Richtung zu haben — obschon vielleicht nicht 
direkt antagonistisch. 

Vom Heparin unterscheidet sich das Dicumarin wesentlich 
— sowohl chemisch wie auch in seiner Wirkungsweise — nichts- 
destoweniger scheint aber die Méglichkeit nahe zu liegen, dab 
man diese Verbindung in der Therapie als Thrombosemittel ver- 
wenden kénnte ‘). 

Um festzustellen, welche Gruppen des zusammengesetzten 
Molekiils fiir die Wirkung erforderlich sind — und teils auch um 
womoglich aktivere Verbindungen zu finden — haben wir eine 
Reihe chemisch nahe verwandter Verbindungen untersucht. 

Das 3, 3’-Methylen-bis-(4-oxycumarin) kann auch in der tautome- 
ren Form 3,3’-Methylen-bis-(2, 4-dioxochroman) geschrieben werden: 
O O 

Die - /“\cH_ cu 7 wo” em 


=! C:O 0:C - 
Me: ee A 0” “4 


Auch die meisten der anderen hier untersuchten Substanzen 
reagieren tautomer. 


Die Verbindung wurde yon Anschiitz Methylen-bis-benzotetron 
siure genannt, indem 4-Oxycumarin Benzotetronsiiure ist; letzterer Nam: 
ist indessen nicht korrekt, da Tetronsiiure einen 5-gliedrigen Ring enthiilt 


r > 
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Es wurde zuniichst untersucht, ob die Methylengruppe ver. 
antwortlich fiir die hiimorrhagischen Kigenschaften dieser Ver. 
bindung ist. Es wurden folgende Verbindungen untersucht: 


() () O QO 
HC xen CH ie Non i oN ‘ab. 2 
CHA C:0 0 ( g-CHh, | | aii. seo 
CH NC “C* ANC (“4 
HH. L] 0) oO 
\Methylen-bis dimethyldihydroresorcin) 2, 2’-Methylen-bis-indandion 
i () () () 
e ‘CH-CH.-HC “% HC’ . CH-CH,-He” NCH 
HC/ | a OH, i ( rae i 
ee CH. +¢ ugee*? Or J OH, 
Methylen-bis-tetronsiure 5, 0-Methylen-bis- 


(4, 6-dioxo-2-methyl-dihydropyran) 


Keine dieser Verbindungen hatte in den verwendeten Dosen 
(10 eg/kg) irgendwelche himorrhagische Wirkung.  Wahrend die 
erste Verbindung in ihrer Konstitution vom Dicumarin ziemlich 
abweicht, nihert man sich in den folgenden Verbindungen mehr 
und mehr dem Dicumarintypus, und die letzte Verbindung ent 
halt wie das Dicumarin einen Pyranring; der einzige Unterschied 
ist, daB dieser im Dicumarin mit einem Benzolkern kondensiert ist 

Dab die letzte Verbindung unwirksam ist, kénnte darau! 
deuten, dab der Benzolkern und nicht der heterocyclische Ring 
fiir die himorrhagische Wirkung wesentlich ist, und daB die wirk. 
same Verbindung yvielleicht erst durch Offnung des hetero-cycli 
schen Ringes entsteht. Bei der Hydrolyse von Dicumarin haber 
Stahmann, Huebner und Link*) Disalicoylpropan: 


0 Q) 
_ { ,O 
CH,-CH,-CH 
“NOH HO 
on lr); Farhs : : re] -~ F 
isoliert. Diese Verbindung erwies sich bei unseren Versuchez 
ebentalls als inaktiy. 
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rerner 4-Met thyl-7-oxycumarin (4-Methyl-umbelliferon) und 4-Methyl- 
6, a ee (4-Met thyl-asculetin) untersucht; beide waren 
inaktiv. {-Oxycumarin erwies sich ebenfalls als inaktiv; eine 
aktive “Verbindung entsteht also erst durch Kondensation mit 
Formaldehyd. Um zu untersuchen, ob dabei speziell die Methylen- 
“< oruppe oder eventuell nur das neu hinzukommende Kohlenstoff- 

atom von Bedeutung ist, wurde das 3-Methyl-4-oxycumarin her- 
\* gestellt und untersucht: 


Ver. 
er. 


OH 
C 
C-.CH 
Sie @, 
ono 
lndessen war auch diese Verbindung inaktiv. SchlieBlich sei 


oy erwihnt, daB auch Formaldehyd (als Bisulfitverbindung intravenés 
~ gegeben) ohne hiimorrhagische Wirkung war. 
Die einzige aktive Verbindung, die wir gefunden haben, war 


An) 1 
i’ das 3,3’-Athylide n-bis-(4-oxycumarin): 
SEN OH : OH 
Ai Url Pi 7 

che ey ( ae ’ ‘. 
lich C0 HH Oe 
Lehr O” — 
ent- : ™ , ; Lia te a , 
hed Diese Verbindung wirkt in prinzipiell gleicher Weise wie 
'., Dicumarin, aber etwas schwiicher. Héhere Homologen von diesem 
a is.” ae | 

Types konnten in Ubereinstimmung mit den Angaben von An- 
a schiitz nicht dargestellt werden *). 


nam Nach diesen Ergebnissen scheint die hiimorrhagische Wirkung 
irk- sehr spezitisch an die Formel des Methylen-bis-(4-oxycumarins) 
chi sekniipft zu sein, so daB wahrscheinlich héchstens Substitutionen, 
ber dagegen aber keine durchgreifenderen Anderungen in der Kon- 
stitution vorgenommen werden kénnen, ohne dab die Wirkung 
verloren geht. Lehmann) hat vermutet, daB die Wirkung des 
bicumarins mit einer konstitutionellen Alnlichkeit dieser Ver- 


nindung mit Vitamin k oder eher mit 2-Methyl-1, 4-naphtho- 
chinon — in Verbindung stehe. Dies ist jedoch sehr unwahr- 
scheinlich; wenn man auch in der Formel des 4-Oxycumarins eine 
her ganz oberttichliche Ahnlichkeit mit der Formel des 1,4-Naphtho- 


chinons erblicken kann. so ist doch zu beachten, dab diese Ver- 
bindungen sich chemisch ganz verschieden verhalten. Die beiden 
de ©O-Gruppen in der tautomeren Form des 4-Oxycumarins stehen 


j 7 ? } } i Es y RR | ‘Ba 4) |, Ne 
meta-Stellung zu eimander, und die Verbindung hat keimen 
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Chinoncharakter, der fiir die Wirkung des K-Vitamins wahrscheiy 
lich yon wesentlicher Bedeutung ist (Reduktion zu einem Hydro 


chinon). Auch sollte man, wenn die Annahme Lehmanns richt; 


se ‘ : eee ee . ee 
wiire, gerade vom 3-Methyl-4-oxycumarin eine Wirkung erwartey 
aber diese Verbindung war wie gesagt inaktiy. 


ad 


i\ «yr S Wat 
Experimenteller Teil 
1. Darstellung der untersuchten Verbindungen 
Mit Ausnahme des 3-Methyl-4-oxyeumarins waren die Verbindung 
bekannt und wurden nach bekannten Methoden dargestellt; sie entsprache 


in ihren Eigenschatten yollig den Angaben der Literatur, 


Methylen-bis-(dimethylhydroresorcin)*). Umkrystallisiert aus A 
kohol. Schmelzp. 188--159°. 


Methylen-bis-indandion’). Umkrystallisiert 


aus Kisessig. Schmelz 
punkt 201—202°. 


Methylen-bis-tetronsaure'’). Umkrystallisiert aus Wasser. Schmel 
punkt 243—244°. 


Methylen-bis-(4,6-dioxo-2-methyl-dihydropyran). Dargestellt 
4, 6-Dioxy-2-methyl-dihydropyran ") und Formaldehyd*’). Schmelzp. 240°. 


1,3-Disalicoylpropan. Durch Hydrolyse yon Methylen-bis-(4-ox 
cunarin) mit NaOlH‘). Umkrystallisiert aus Alkohol. Schmelzp. 101--102 


4-Oxycumarin wurde teils nach Anschiitz aus Salicylsiurechlori 
und Natrium-malonester"’), teils nach Pauly und Lockemann") au 
Acetylsalicylsiiuremethylester und Natrium dargestellt. Die letztere Method 
ergibt nur 20—30°/, Ausbeute, ist aber schneller und billiger als die erst 
Methode und wurde nach einer kleineren Anderung auch fiir Priiparatione 
in gréBerem Mabstab verwendet. [Die Reaktion wurde in einem dreihalsige 
Kolben mit Riiekflubkithler, Thermometer, QuecksilberverschluB und einen 
effektiven Niithrer ausgeftihrt. Sobald die heftige Temperatursteigerun: 
einsetzte, wurde cine kleinere Menge eines indifferenten, hochsiedende 
Losungsmittels (Tetralin, Petroleum) zugesetzt.} Umkrystallisiert aus Wasser 
Schmelzp. 232—233°. | 
3-Methyl-4-oxycumarin wurde aus Propionylsalicylsiiuremethylester 
und Natrium dargestellt, indem die fiir 4-Oxycumarin verwendete Method 


befolgt wurde. Die Reaktion verliuft wie zu erwarten nach dem Schema 


0 0) 
| C—OCH C 
i. iv al ’ 7 
, nn A ~™/ ~\CH-CH 
Hiy-CH > 
| bso LO icin 
Me ee NO laid 


und die Ausbeute ist 
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and Umkrystallisation aus 50°/,igem Alkohol gereinigt. Sie ist im Gegen- 
satz zuin 4-Oxycumarin in Wasser praktisch unléslich. Schmelzp, 218—220°, 


5,224 mg Subst.: 13,200 mg CO,, 2,232 mg H,0. 
Fir C,H,0, Ber. C 68,2 H 4,58  Gef. C 689 H 4,76. 


Methylen-bis-(4-oxycumarin), aus 4-Oxycumarin und Formaldehyd 1 5) 
Umkrystallisiert aus Cyklohexanon. Sechmelzp. 284°. 


Athyliden-bis-(4-oxycumarin). Eine heife, gesiittigte Lisung von 


-Oxyeumarin in Wasser wird mit einer Lisung von Acetaldehyd in kaltem 
Wasser versetzt. Es wird ein weiler Niederschlag gefillt. Das Gemisch 
wird zum Sieden erhitzt, abgekiihlt und filtriert. Umkrystallisation aus 
Benzot + \ikohol. Sehmelzp. wae 


29. Untersuchune der Verbindungen auf hamorrhapische Wirkunge 
oS o o 


Die biologische Bestimmung dieser Stoffe ist an Kaninchen 
vorgenommen worden, die sich als dauernd empfindlich fiir die 
Dicumarinwirkung erwiesen haben. Speziell ist diese Empftind- 
lichkeit bei allen angewandten Tieren bestitigt worden. 

Die Eingabe des Stoffes erfolgte peroral in Tablettenform. 
Die Dosis war einheitlich, indem auf einmal 10 cg pro Kilo ver- 
abreicht wurde2. 

Die Prothrombinbestimmung wurde durchgetiihrt nach der 
Methode von Plum und Larsen?), die eine Modifikation der 
von Quick?*) angegebenen darstellt. 

Mit Kaniile und Spritze, in welcher sich ?/, ml Citratlésung 
(Natriumcitrat 0,3 ¢, Natriumchlorid 0,78 g, destilliertes Wasser 
ad 100 g) befanden, wurde aus einer Ohrvene '/, ml Blut ent- 
nommen. Nach Mischung wurden 0,3 ml in ein konisches Zentri- 
fugenglas pipettiert. Erwiirmung im Wasserthermostaten 1 Minute 
lang. Zusatz eines Tropfens Kinaseaufschlimmung. Danach Zu- 
satz von 25 mg 1°/ ige CaCl,-Liésung und gleichzeitig Markierung 
mit Stoppuhr. Bei wippender Bewegung in Wasser von 37° wird 
die Koagulationszeit bestimmt. Diese Prothrombinzeit betrigt bei 
normalen Kaninchen etwa 16 Sekunden. 

Nach Eingabe des Dicumarins wird die Prothrombinzeit im 


} 


Laufe der ersten 24 Stunden verliingert, erreicht aber erst am 
2. bis 8. Tag ihr Maximum, um danach wieder im Laufe von 


2—3—4 Tagen auf das Normale zu fallen. 
Bei Einzeleingabe von Dicumarin 0.5 cg/kg wird stets eine 
Wirkung erzielt. Nach 1 cg/kg beobachtet man, dab die Pro- 


} 


hrombinzeit auf T0—1400 Sekunden steigt. 
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Um einen Ausdruck fiir die prozentuale Herabsetzung de 
Prothrombinmenge zu bekommen, wurde nach den Angaben yon 


T 
, 


Plum und Larsen durch Mischungsversuche mit normalem und 
prothrombintreiem Blut festgestelit, daB das Verhiltnis zwischen 
Prothrombinzeit und Prothrombingehalt in einem doppelt-logarith- 
mischen System durch eine einigermaBen gerade Linie dargestellt 
werden kann, die den bei Menschen im Falle ,spontaner* Hypo- 
prothrombiniimien beschriebenen Verhiiltnissen entspricht. 

Die Wirkung der untersuchten Verbindungen wurde 24, 4 
und 72 St 
nur bei 3,3 -Athyliden-bis-(4-oxycumarin) eine Wirkung gefunden. 
Es wurde auch bei keiner der Verbindungen eine andersartige 
Giitwirkung beobachtet. 

Die unten angegebenen Kurven geben ein Bild von der Wu- 
kung der Athylidenverbindung. Die Kurven zeigen die Wirkung 


2 Stunden nach der Eingabe gemessen. Wic genannt wurd 


r ; ¥ ape Le 
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in bezug aut Prothrombinzeit und -prozent nach sukzessiven Kin- 
vaben verschiedener Dosen von Methylen-bis-(4-oxveumarin) bei 
demselben Kaninchen. 


Zwischen jeder Kurye liegt eine Pause 
von 48- 


(2 Stunden. Schitzungsweise scheint die Athvlidenver- 


bindung etwa 10mal schwiicher zu wirken als das Dicumarin. 
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Fin Verfahren zur biologischen Bestimmung 


Von 


von Betainen 


‘ 


Erich Strack und Kurt Férsterling 


Mit 3 Figuren im Text 


Wie wir vor einiger Zeit mitteilten, entstehen aus Croton. 
siiurebetain [(CH.),N(OH)CH,CH—CHC OOH durch VerschlieBer 
der Carboxylgruppe mit Alkoholen biologisch hochwirksame Ester! 
von denen der Methylester der Reizkraft des Acetylcholins nahe 
kommt. Die groBe biologische Wirksamkeit des Esters kann maz 
deshalb beniitzen, um das Crotonsiiurebetain nachzuweisen unt 
quantitativ zu bestimmen. Mit gleichem Verfahren liBt sich auch 
fiir andere Betaine eine brauchbare biologische Bestimmung aut. 
bauen. Hieriiber werden wir spiiter berichten. 


Ein Betain biologisch zu bestimmen, hat gegeniiber seiner 


exakten chemischen Nachweis sicherlich manche Nachteile, biete 
aber fiir das Studium des Betainstoffwechsels so bedeutend: 


Vorteile, daB es lohnend erschien, 
solchen Verfahren zu _ beschii{tigen. 
genitigend empfindlich, so sind mit ihm auch noch die geringe: 
Mengen zu erfassen, die mit der heutigen chemischen Methodi! 
nicht oder nur verlustreich zu isolieren sind, und man kann leich 
Reihenversuche durchtiihren, weil man mit kleinen Gewebsmenge 
auskommt. Auch bei chemischen Aufbereitungen von Organe 
labt sich der Verbleib des Stoffes messend verfolgen. Kin empfind 
liches und zugleich zeitsparendes, biologisches B sestimmungsverfahre 
lieBe somit manche grundlegenden Einblicke in das immer nod 
sehr dunkle Gebiet des Betainstoffwechsels gewinnen. 

Nicht minder wichtig als Zeiter: sparnis und Kmpfindlichke: 
ist fiir den Wert eines biologischen Verf 


sich eingehender mit einer 
Ist niimlich das Verfahre: 


fahrens, ob die Wirkungs 


weise spezifisch genug ist. In dieser Deziehung gut Ri di 
) aoe os : : . ree . ‘ - ° ’ 
Betaine iihnliches wie fiir die Cholinreihe. Die Grundstoffe — di 


» + ¢ “ . - ; * . : 
betaine sind biologisch nur wenie 
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erfahren durch die Veresterung eine betrichtliche Wirkungs- 
steigerung. Die typischen Neaktionen, wie sie z. B. der Croton- 
siiurebetainmethylester an verschiedenen Testorganen auslist, sind 
nicht nur ihm allein oder einigen wenigen Stoffen eigen, sondern 
werden fast allgemein yon den Methylestern der gesamten Betain- 
relhe hervorgebracht. Obwohl die einzelnen Betainester © sehr 
verschieden stark wirksam sind, verhindert das gleichsinnige Ver- 
halten meist doch, dab durch die biologische Testung mit geniigender 
Sicherheit ein bestimmtes Betain abzugrenzen ist. Die groBe Zahl 
der méglichen aktiven Verbindungen wird aber dadurch eingeengt, 
daB im tierischen Gewebe nur wenig Stoffe vorkommen, die eine 
Wirkungssteigerung erleiden, wenn sie mit Methanol verestert 
werden. Zudem 1iBt sich eine noch stiirkere Auslese tretten 
indem man die chemische Vorbehandlung auf ein zu bestimmendes 
Betain abpaBt. 

Gelingt es z. B., ein als Methylester wenig wirksames betain 
in ein anderes hochaktives umzuwandeln, so ist seine Bestimmung 
auch neben weiteren Vertretern der gleichen Stoftklasse ziemlich 
eindeutig mdéglich. Dieser Sonderfall wire verwirklicht, wenn 
Varnitin in Crotonsiurebetain umgewandelt wiirde. Dab diese 
Uberfiihrung grundsitzlich geht, ist bekannt?); sie wurde zur 
Darstellung des Crotonsiiurebetains beniitzt. Um friiher begonnene 
Untersuchungen iiber das Carnitin weiter treiben zu kénnen, 
haben wir aus der Reihe der tiereignen Betaine als erstes fir 
Crotonsiiurebetain gepriift, ob das biologische Verfahren durch- 
fihrbar ist, und zwar am reinen Crotonsiiurebetain und an Gemischen 
aus ihm mit Cholin. In der vorliegenden Arbeit soll daher tiber 
die quantitative Bestimmung des Crotonsiiurebetainmethylesters 
berichtet werden. . 

Das Prinzip unseres Verfahrens besteht darin, betaine mit 
Methanol zu verestern und die biologische Wirkung des gebildeten 
Ksters an einem geeigneten estorgan mit der Reizwirkung eines 
bekannten Stoffes zu vergleichen. Die Anlage der Bestimmung 
ist also ganz fihnlich der, die fiir die EKrmittlung des Cholins als 
Acetylcholin gebriiuchlich ist. 

Crotonsiiurebetainmethylester ist in den folgenden Konzen- 
trationen gut zu bestimmen: Am Froschherzen und Miiusedarm in 
2—D} 7-9] jiger Lésung 


—d7-°"/ iger Lisung, am Blutegelmuskel in 3—107-' 


(4 


und am Froschrektus in 25-100 y-°/,iger Lisung. Wie weit sich 
andere ‘lestverfahren Messung an der Blutdruckerniedrigung, 
Ausnutzung einer Curarewirkung usw. — besser fiir Krmittlungen 
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eignen, mu noch gepriift werden. Wir haben hier hauptsiichlich 
an dem sehr gleichmiibig reagierenden Froschrektus gearbeitet®) 
Dieses Organ scheint besonders fiir Methylesterbestimmungen 
zweckmiibig zu sein. 

Die angegebenen Konzentrationen an Crotonsiiurebetain. 
methylester sind mittelstark und giinstig fiir quantitative. Krmittlung. 
Die untere Grenze der Nachweisbarkeit liegt, analog wie beim 
Acetylcholin, entsprechend tiefer. Sie hingt auch hier von einer 
Reihe verschiedenster Bedingungen ab, wie von der Ansprechbarkeit 
des 'Testorgans an sich, der Dehnung der Muskeln, der Schreib- 
hebelschwere usw. 

Der Crotonsiiurebetainmethylester wirkt acetylcholiniihnlich. 
Die meisten Erfolgsorgane reizt er etwa 1/,, so stark wie das 
Acetylecholin, wenn man den Vergleichen Gewichtsmengen von 
Crotonsiiurebetainmethylesterchlorid und Acetylcholin zugrunde 
legt. Die Methylesterwirkung ist mit Atropin auszuldéschen. Der 
Methylester ist dadurch von manchen i&bhnlich wirkenden Stoffen 
zu unterscheiden, nicht aber vom Acetylcholin. Trotz der groBen 
Abnlichkeit in der Wirkungsweise der beiden Basenester treten 
aber doch mancherlei Unterschiede im _ biologischen Verhalten 
hervor, die eine qualitative und eine, wenn auch nicht schr exakte 
quantitative Abgrenzung zulieBen. Ks gibt jedoch weitere Méglich- 
keiten, die beide Ester zweitelsfrei von einander zu unterscheiden 
gestatten, was unter Umstiinden notwendig werden kann. Man 
versellt die Kster und verestert die Grundstoffe wiederum. Beim 
Cholin ist die alkoholische Gruppe, beim Crotonsiiurebetain die 
Carboxylgruppe mit dem quartiren Stickstoff fest verkniipft. Ent- 
scheidend fiir die Gruppenzugehérigkeit des Wirkstoffes ist daher. 
ob eine Wirkungssteigerung nach Wiederverestern mit Methanol 
oder mit Hssigsiiure eintritt. Kin derartiges Verfahren liBt alle 
Betaine von den Cholinstofien abgrenzen. Es ist daher geeignet. 
die in einem Gewebe gefundene biologische Wirkung  stoftlich 
elnzugliedern, ohne daB der Wirkstoff erst chemisch isoliert werden 
muB. Da die Empfindlichkeit des Nachweises fiir beide Stoffe 
geniigend groB ist, wiiren in dieser Weise auch so kleine Mengeu. 
wie sie zB. in Gewebsfliissigkeiten vorkommen, zu unterscheiden. 

Wegen seines iibnlichen Verhaltens schien das Acetylcholin 
als gut durchtorschter und vielfach beniitzter Reizstoff geelgnet, 
tir alle Betaine als gemeinsame Testsubstanz zu dienen. Am 
besten gibt wohl die Konstanz des Wirkunesverhiltnisses Anskunft 
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‘st. Bei den 4 von uns beniitzten Testorganen ist das Wirkungs- 
yerhaltnis zwischen Acetylcholin und Crotonsiiurebetainmethylester 
zwar im groBen und ganzen konstant, aber es stimmt nicht strene 
iberein. Ks schwankt sogar in derselben Organart bei gleich- 
gehaltenen iuferen Bedingungen. Viele Faktoren, iiber die hier 
im einzelnen nicht berichtet werden soll, beeinflussen es. Beim 
Froschrektus wirkt z. B. mit steigender Ronsentration der Methyl- 
ester giinstiger. Die Sensibilisierung hat ebenfalls EinfluB. Betrug 
das Wirkungsverhiltnis in 0,25 mg-°/,iger Lisung vom Physostig- 
min 1:10, so indert es sich in 1 mg-°/, iger Lisung auf 1:15—20. 
Der Blutegelmuskel verhilt sich hierin gleichartig. Solche 
Schwankungen mindern den Wert des Acetylcholins als Vergleichs- 
substanz, reichen jedoch nicht hin, es strikt abzulehnen. 

‘Bei einigen Testorganen, wie gerade beim Froschrektus, be- 
sinnt die Wirkung des Crotonsiurebetainmethylesters gegeniiber 
der des Acetylcholins verzégert. Die volle Wirkungsstiirke wird 
ebenfalls erheblich spiter erreicht. Es ist nicht offen erkennbar, 
warum die beiden Stofte verschieden rasch wirken, und warum 


ihr Reizstiirkenverhiltnis inkonstant ist. Man muB, gestiitzt auf 


ie bisherigen Beobachtungen, annehmen, daf die Angriffspunkte 
beider Ester im Erfolgsorgan die gleichen sind. Die Wirkungs- 
verschiedenheit scheint in erster Linie auf allgemeinen stofflichen 
Unterschieden (Molekulareigenschaften, Diifundierbarkeit, Lislich- 
keit) zu beruhen und durch das allgemeine Verhalten des Gewebes 
vegeniiber den Stoffen erzeugt zu werden (Permeabilitiit usw.). 

EKinen gewissen Kinblick in diese Verhiltnisse gibt die Be- 
obachtung, daB der Froschrektus auf Crotonsiiurebetainmethyl- 
ester nicht besser anspricht, wenn er mit Physostigmin sensibilisiert 
worden ist. Die Ansprechbarkeit sinkt sogar. Mittelstarke Dosen 
kontrahieren nach Sensibilisieren nur noch auf etwa ?/, der vordem 
erzielten Hdhe. Die Fig. 1 1iBt dies deutlich erkennen. Hier 
ist die urspriingliche Kontraktionshéhe um etwa }/ , abgeschwicht, 
wenn man die héchsten Kurvenpunkte vergleicht. Bei den 15 Minuten- 
Marken ist der Unterschied ebenfalls deutlich, wenn auch nicht 
ganz so stark ausgepriigt. 

Physostigmin setzt demnach die Ansprechbarkeit des Muskels 
fiir Reize des Crotonsiiurebetainmethylesters herab und _ steigert 


© 
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die Acetylcholinwirkung, indem es die spaltende Cholinesterase 
| Die oben se inte Abhiingigkeit des Wirkungsverhiltnisses 
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qaer Stirke der - nsibi ilislerung mndaet hierin eine Krklirung. 


\uch die i des Wirkungsyerhiltnisses werden so 
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verstiindlich, da die gegensiitzliche Beeinilussung — Cholinester. 
stabilisicrung und yerminderte Ansprechbarkeit —  verschieden 


sein kann. Bekannt ist ja fiir Acetylcholin der Einflu®B von Ein. 
wirkungszeit und Konzentration des Physostigmins. 

Aus friiheren Beobachtungen!) darf man schlieBen, daB die 
Cholinesterase den Crotonsiiurebetainmethylester nicht merkbar 
zu spalten vermag*). Hiermit ist auch zwanglos das tibermiBig 
schwankende Wirkungsverhiiltnis zwischen Methylester und Acetyl. 
cholin erkliirt, das wir an verschiedenen nichtsensibilisierten 





Fig. 1 


Maximale Wirkungsstiirken von <Acetylcholin und Crotonsiurebetainmethylesterchlorid: 
I, Nichtsensibilisierter Froschrektus 1. auf 200 y-°,, Acetylcholin und 2. auf 100 y-9/, Croton: 


siurebetainmethylesterchlorid, II. Der gleiche Muskel in 1 mg-°/,iger Physostigminlésung sen- 


sibilisiert 1. auf 5,5 y-°/, Acetylcholin und 2. auf 100 y-°/, Crotonsiiurebetainmethylesterchlorid, 


— Beim Acetylcholin ist der hochsterreichte Kurvenpunkt ausgezogen, beim Crotonsiurebetain- 


methylesterchlorid betrug die Gesamteinwirkungszeit 1 Stunde. Die Marken in den Kurven 

zeigen den jeweiligen Stand nach 15 Minuten Laufzeit an. Diagramme dieser Art, wie sic hier 

vereinfacht wiedergegeben sind, sollen zweckmii®ig in einer technisch besonderen Weise angelegt 

werden, die wir friiher beschrieben haben'), Die Kurven in I und in IT sind durch Riickdrehen 
des Kymographion iibereinander gelegt worden (°/, natiirl. Grigve) 


Froschrekti beobachteten. An diesen war unser Methylester 
zwischen 1/, bis 3mal so kriiftig wirksam wie Acetylcholin. — Ist 
der Gehalt an wirkungsfihiger Hsterase in den Testorganen un- 
gleich, so kann dies hierfiir die Ursache sein. Soll daher Acetyl- 
cholin als Testsubstanz beniitzt werden, so ist jedenfalls die 
Sensibilisierung angezeigt, besonders, wenn es sich darum handelt, 
verschiedene Muskeln zu vergleichen. 


*) Die verschiedene Ansprechbarkeit auf das Sensibilisieren gibt eine 
Moéglichkeit, die beiden Basenester zu unterscheiden. ebenso, wie sich auf 
die verschiedene Spaltfiihigkeit durch Cholinesterase ein Trennunesverfahren 
fiir Methylester und Acetylcholin auf bauen liebe. 
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Am sensibilisierten wie nichtsensibilisierten Muskel wirkt das 
Acetylcholin schon in kurzer Zeit optimal, lift dann aber bald 
nach. Der Crotonsiiurebetainmethylester erreicht nur allmihlich, 
giinstigenfalls nach 1—2 Stunden sein Wirkungsoptimum, welches 
dann lange Zeit anhilt. Die fiir beide Basenester aufgezeichneten 
Kurvenverliufe weichen daher voneinander ab und erschweren quan- 
titative Vergleiche. Die Abweichung ist am sensibilisierten Muskel 
nur unwesentlich geringer, so daf} die Sensibilisierung keinen Vor- 
teil bietet, wie die Kurven in Fig. 1 erkennen lassen. 

Die Schwierigkeiten, die durch die Wirkungsverschiedenheit 
der Vergleichsstoffe entstehen, entfallen naturgeméB, wenn man als 
Vergleichssubstanz den zu bestimmenden Betainester selbst nimmt, 
hier also den Crotonsiurebetainmethylester. Das bedeutet jedoch 
den Verzicht auf einen bekannt wirkenden gemeinsamen Vergleichs- 
partner. Crotonsiurebetainmethylester wire auf Grund seiner Kigen- 
schaften auch zur ‘lestung anderer Betainester geeignet, denn es 
verhilt sich diesen ganz ahnlich. Jedoch soll die Frage nach dem 
geeigneten gemeinsamen T'eststoft erst nach weiteren eingehenderen 
Untersuchungen entschieden werden, da ja neben gleichartigem 
Verhalten noch weitere Momente wie Haltbarkeit, Zugiinglichkeit 
und ahnliches mitbestimmend sind. Wird nur mit Methylester 
getestet, so ist es niitzlich, nicht zu sensibilisieren. Denn neben 
den oben angefiihrten Vorteilen ist der unbehandelte Muskel fiir 
Methylester empfindlicher, es hilt seine Reaktionsfihigkeit lange 
Zeit an (nach 24 Stunden Hiingen in Ringerlésung sprachen die 
Muskeln noch gut an) und es fallen die Vergleichseinstellungen sehr 
gleichmiibig aus. Somit sind genaue Bestimmungen gewiihrleistet. 

Weiterhin bestimmt den Wert einer quantitativen Methode 
ihre Fehlergrenze. Die Fig.2 gibt die Wirkung verschieden groBer 
Konzentrationen von Crotonsiiurebetainmethylester wieder. Die 
Kurven in 2a zeigen, wie sich ein 10°/, iger Gehaltsunterschied 
bei guter Ansprechbarkeit des Muskels auf die mittelkriftig wirkende 
Dosis um 1007-°/, nach 40 Minuten langer Kinwirkungszeit aus- 
wirkt. Die Differenzen in den Kontraktionshéhen sind noch deut- 
lich ausgepriigt. Bei exaktem Arbeiten kann man also auch inner- 
halb dieses Bereiches weiterhin quantitativ abstufen. — In den 
Kurven 2b wird die Wirkung gréBerer Gehaltsunterschiede sicht- 
bar: Bei 37,5 7-°/) ist mit einem gerade erkennbaren Anstieg die 
Ansprechbarkeitsgrenze erreicht. Bei 50,7-°/, ist eine schon be- 
triichliche Steigerung bewirkt, die bei 75,-°/, doppelt und bei 
LOO0+-°/, etwa 4fach so hoch wird. 
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Die Genauigkeit einer Bestimmung hiingt auch von der kin. 
wirkungszeit des Methylesters ab. Die wiinschenswerten Vergleiche 
an den Kurven von Maximalwirkungen sind besonders fiir Reihen- 
untersuchungen zu lanewierig. Die Kinstellung kann 2 Stunden 
und mehr beanspruchen. Willkiwliche MeBzeiten, die einen durch 
sie begrenzten Kontraktionszustand den Ermittlungen zugrunde 
lezen, bringen aber Unsicherheiten mit sich. Zecitersparnis und 
Genauigkeit lassen sich nur bedingt miteinander vereinen. Un 
einen Gehalt an Betainester noch genau ermitteln zu kénnen, 
scheinen Kurven notig zu sein, die eine Mindestlautzeit yo 
4) Minuten haben, wie es in den Kurven in 2a und in 2b ge- 
schehen ist. In dieser Zeit hat man den steilen Kurvenschenkel 


mE 


Fig. 2a Fig. 2b 





\nsprechbarkeit des nichtsensibilisierten Froschrektus auf verschieden grobe Konzentratione! 

von Crotonsiiurebetainmethylesterchlorid in Hinsicht auf Kontraktionshéhe und Ansprechzeit 

2a) 150 y-°',, [1 45 y-°/,, T1155 y-9/,, LV 50 y-9/,. 2b) (anderer Muskel) V 50 y-° Vi 100 +8, 

VII 87,5 y-°',, VITL 75 y-9/,, IX 100 y-9/,. Laufzeit 40 Minuten, Zeitmarken je 15 Minute 
(2a =%/,; 2b='/, natiirl. Gréwe) 


meist iiberwunden, die Kontraktionsgribe tritt gegeniiber der Kin- 


Beare (om ro7 A} ; On Tz i ee ; r ° af 
wirkungszeit zuriick. Daf aber auch schon Kurven mit kiirzere! 


Laufzeit, z.B. von 15 Minuten, brauchbare Resultate geben kinnen, 
lassen die Zeitmarken ersehen, die nach je 15 Minuten in den 
ubgebildeten NKurven angebracht sind. Ihre Héhen entsprechen 
sich annihernd, wenn gleiche Basenkonzentrationen miteinander 
verglichen werden. 


Yoraussetzung tiir eine genaue Gehaltsermittlung ist ferner, dab 


stets gleichgrobe Wirkungsstiirken miteinander verelichen werden: 
} 1° ’ ° : 

da die toutraktionshbhe, wie aus den Kurven in 2b hervoreelt. 
=e ee ee |i ae ’ ‘ o 
mone Rares =~ wer Basenkonzentration init. Will man sich 
lediglicn mitteis kurzzeitiger Priifung, z.B. von 10 oder 15 Minuten 
Ue} einer * zune des Gehaltes heeniieen. wie es be 
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chemischen Anreicherungsversuchen hiiwufig geniigt, und dabei wegen 
der mehrmahligen Testung nicht die gleiche Konzentrationshéhe 
zwischen ‘lestlésung und unbekannter Konzentration einstellen, so 
muB man auch noch neben dem Unterschied in der Kontraktions- 
héhe in Rechnung stellen, daf die kleinere Konzentration gegen- 


s 


iber einer gréBeren verspiitet wirkt.. In ihr ist deshalb mehr 
Ester vorhanden, als che zeitlich begrenzte Nontraktionshéhe er- 
scheinen liBt. Dieses Verhalten geht aus den Kurven in 2b. cdeut- 
lich hervor. 

Die Bestiindigkeit des Crotonsiiurebetainmethylesters in priii- 
fihigen onzentrationen, z. b. 100 y7-°/, in Ringerlésung, ist griéBer 
als die des Acetyleholins, doch wird auch unser Ester mit der 
Zeit gespalten. Je mehr das p,, nach der basischen Seite neigt, 
um so rascher wird er gespalten. Die Lésung verlert damit ihre 
Wirksamkeit, weil das entstehende Crotonsiiurebetain praktisch 
wirkungslos ist. 

Kir die biologischen Bestimmungen von Methylestern der 
Betaine aus Geweben war weiterhin zu priifen, inwiewelt gewisse 
Begleitstoffe, insbesondere andere aktive Basen wie das Cholin, 
beriicksichtigt werden miissen. Wir priiften daher, wie sich Cholin 
und Betaine nebeneinander bei der Umwandlung in die aktiven 
Hormen verhalten, und ob sie sich gegenseitig oder nebeu ihren 
Kstern bei der biologischen Bestimmung unkontrollierbar beein- 
ilussen. Crotonsiiurebetain hat eine so geringe Wirksamkeit, dab 
es die Hrmittlung der anderen Basen nicht stért. Es ist am 
Kroschrektus etwa 10000 fach geringer als sein Methylester und 
etwa 100000 fach geringer als Acetylcholin wirksam?). Wie unsere 
Priifungen weiterhin ergaben, summieren sich Acetylecholin und 
der Methylester in ihrer Wirkung. Sind daher beide nebenein- 
ander vorhanden und soll ihr Anteil an der hervorgerufenen Wur- 


kung bestimmt werden, so kann es, wie oben erwihnt, durch 


partielle Verseifung oder durch Wiederverestern nach vollstindiger 
Spaltung geschehen. Unsere Versuche dariiber sind bisher nur 


orientierend angelegt worden, mit dem Ergebnis, da das Ver- 


fanren grundsiitzlich durchtiihrbar 1st. 
Bedeutsamer als die vorgenannten Iktombinationen ist fiir die 
} 


bestimmungen yon Gemischen der Basen aus Gewebssiiften und 


Organextrakten das Verhalten des Cholins neben den Methy!- 


e 
estern der Betaine. Denn das Cholin ist eine immerhin kriftig 


vinleas 1; annie far mF lan ' rlactea) 
Wirksame Base und die Wirkungsdifferenz zu den Methylestern 
* ne ° ° } ’ fr Me vy ! 
nicht so ausgepriiet wie etwa zwischen <Acetylcholin§ un 
P i > ap } n 


i] 1 ’ 7 4 . oQ-- } 
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Crotonsiiurebetain. AuBerdem werden ja in vielen Gewebsextrakte; 
nur kleine Mengen an Betain neben viel Cholin zu erwarten sein, 
Insbesondere bei weniger wirksamen Methylestern als dem de 
Crotonsiiurebetains darf man freies Cholin keinesfalls vernach. 
lissigen. Da die Kurvenform keinerlei Hinweis auf beigemengtes 
Cholin gibt, und von Cholin eine mehr dem Methylester als den 


Acetylcholin ‘ihnliche Kontraktionswirkung erzeugt wird, Ist seine 
Anwesenheit bei biologischen Priifungen auf Methylester nicht! 
| iodid : 


erkennbar. * 
Twice} vat, sinrebetainmethvlester d Chol poehay 
Zwischen Crotonsiiurebetainmethylester und Cholin ergeba 
sich foleende Beziehungen: Cholin ist etwa 200 tach weniger wirk. 
sam. Bei Mischungen beider kann man den Cholingehalt ver. 


nachlissigen, wenn er nicht die 10fache Gewichtsmenge des 
Crotonsiiurebetainmethylesters iibersteigt. Ist mehr Cholin vor- 
handen, so muB es beriicksichtigt werden. Zwei einfache Ver- 


| 


fahren sind zur Abgrenzung anwendbar. Einmal wird das Cholin 
durch Acetylieren ermittelt und nachher bei der Gesamtwirkung 
des methylierten Produktes in Rechnung gestellt; zweitens bereitet 
man sich — als genaueres Verfahren — eine Testlésung vou 
Crotonsiiurebetainmethylester, der die Menge an Cholin zugesetzt 
ist, die man vorher durch Acetylieren ermittelt hat. Diese Ver- 
fahren sind deshalb statthaft, weil sich die Reizwirkungen des 
Cholins und des Crotonsiurebetainmethylesters summieren. Ist 
das zu ermittelnde Crotonsiiurebetain allzustark mit Cholin ver- 
unreinigt, so soll man vorreinigen und das Cholin abtrennen. Mit 
Hilte des Reineckats ist es z. B. miéglich, das Cholin zu _ ent- 
fernen*), Die nachherige biologische Bestimmung des Croton- 


siurebetains als Methylester wird dann wie beschrieben vor-) 


genommen, nachdem die Reineckesiiure entfernt ist. 

Kingehende Priifungen ergaben weiterhin, daB durch den 
AcetylierungsprozeB das Crotonsiiurebetain nicht wesentlich ver- 
indert wird, so da die Cholinbestimmungen als Acetylcholin 
weder durch seine Gegenwart noch durch Umwandlungsprodukte 
gestort werden. Im anderen Falle leB auch die Methylierung 
aus dem Cholin keine wirksameren Stoffe entstehen. 

Die beiden Basen Cholin und Crotonsiiurebetain sind aus 
diesen Griinden in weitem Mischungsverhiltnis nebeneinander 
bestimmbar. Die Methylierungen reinen Crotonsiiurebetains oder 
seine Mischungen mit Cholin verlaufen praktisch vollstiindig. Dem 
Untersucher bekannte Mengen von 20 y—100 mg, ausgehend yon 
reinem Crotonsiurebetainchlorid, lieBen sich zu 98° ae 5°) ) als 
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Methylester an der biologischen Wirksamkeit bestiitigen. Es lassen 
sich jedoch noch kleinere Mengen als 20 y bestimmen. Testorgane 
mit groBerer Ansprechbarkeit, wie das Froschherz, reagieren auf 
10my in Lecm Lésung noch mit kriftiger Hubhdhenverminderung. 


Versuehsteil 


Als Vergleichssubstanzen beniitzen wir kiufliches Acet ylcholin- 
iodid und Crotonsiiurebetainmethylesterchlorid®) yom Schm: Izp.174° 
korr.) und 49,61°/, C, 8,22°/, H, 7,26°/, N, 18,36°/, Cl. (Ber. 
49,59 °/, C, 8.356 ae BH, €,24°), N, LS, ye ta Cl.) Die konzentri« rte 


Lisung des hal ibe lingua gale nase in Wasser ist in 
der Kilte eimige Wochen haltbar, ihre Wirksamkeit la8t nur 
wenig nach. Von Zeit zu Zeit sollte man aber doch die Lésung 
neu einstellen. Das reine Chlorid ist hygroskopisch; es ist unter 
AusschluB von Feuchtigkeit monatelang haltbar. (Nach etwa 
21/, juhrigem Stehen im Tageslicht in einem nicht evakuierten 
Exsiccator tiber NaOH und H,SO, war aber doch eine etwa 
10°/,ige Abnahme der Wirksamkeit zu beobachten. Andere nicht- 
hygroskopische Salze scheinen daher als Testsubstanzen geeigneter 
zu sein.) 


Folgende Versuchsanordnung hat sich als zweckmibig zur 


si} quantitativen Bestimmung erwiesen: ¢ etoummacabousion lorid und 


Cholinchlorid werden aus Stammlésungen in der gewiinschten 
Menge und in verschiedensten Mischungsverhiltnissen abgemessen. 
Sie werden in einen langhalsigen Mikrokjeld: ahlschliffkolben iiber- 
lihrt und im Vakuum zur Trockne gebracht. Fiir die Methy- 
lierune muB der Riickstand gut getrocknet sein. Er wird dann 

t absolutem Methanol iibergossen; bis zu einer onl von LO mg 
Betain haben sich 25 cem als ausreichend erwiesen. Dazu gibt 
man etwa lL ccm gesiittigte methanolische Salzsiure und erhitzt 
mindestens 1 Stunde im Wasserbad von 75° unter RiickfluB und 
unter Ausschlu8 von Feuchtigkeit. (Bei kiirzerem Erhitzen wird 
nicht vollstiindig methyliert. So erhielten wir be: 10 Minuten 


y 
Minuten 50°/, des zu 


L0°/) | bei 20 Minuten 25°), und bei 3V 

erwartenden Esters. Liinger als 2 Stunden zu methyheren ist 
. diab y - ee >? \ 

unzweckmibig.) 


1 eo a a. | eae a Vak WW 
rung heendet. SQ wird (iaS Methanol 1m akuum 


ed 


Ist die Methylie 
? o . oe . ’ 34 man 1 VOTy Thi _O OF 
abdestilliert und der trockne Riickstand mit genau 1U ccm W assel 
3} ry : es } ee be ke 1Y sinen Mabk )e] 
uvergossen. (Unter Umstinden Autti illen -in elnen MaBkoll en. 
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die zu priifende Konzentration hergestellt. Hat man sehr wen 
Methylester — unter 100 y — zu erwarten, so kann man auch de, 
Riickstand in 2 cem Ringerlésung oder destilliertem Wasser lése, 
und unmittelbar priifen. (1 ccm destilliertes Wasser, in das Ba 
gegeben, welches 20—30 cem Ringerlésung enthilt, stort die Kon, 
traktion des Muskels nicht). 


Geht man wie hier yon reinen Stoffen ohne andere Bei 
mengungen aus, so kann man es sich sparen, die von der Me 
thylierung nach dem Abdampfen des Methanols verbliebene, resi 
liche Salzsiiure abzustumpfen. Man soll es aber tun, wenn gering 
Estermengen neben griéferen Mengen anderer Salze oder Schmniere! 
zu bestimmen sind; Salzsiiure kann dann erheblich zuriickgehalte 
worden sein. Mu man fiir die biologische Priifung sehr stay 
verdiinnen, so kann man in jedem [alle darauf verzichten, dy 
Salzsiiure zu beseitigen; geringe Mengen an H (wie auch andere: 
seits an OH’) stéren die biologische Bestimmung am Froschrektu 
nicht. Beim Neutralisieren mit Natronlauge ist darauf zu achte 
daB die Reaktion auch nicht voriibergehend alkalisch wird, den: 
schon in kiirzester Zeit werden bei dieser Reaktion erheblich 
lengen an Ester zerlegt. 


© 


ha 


Die Acetyherung zur Bestimmung des Cholins erfolgt wi 
iiblich. Ein wie oben dargestellter rockenriickstand aus de 
Stammlésungen wird mit 10 ccm Acetylchlorid iibergossen un 
1 Stunde bei 60° gehalten. Die Weiterverarbeitung erfolgt analo 
wie beim Methylester angegeben. 


Die biologischen Priifungen an den anderen Testorganen wi 
Froschherz, Blutegel und Miiusedarm wwichen you den friiher b 
schriebenen nicht ab}. 


Sie sind ebenfalls fiir quantitative Be 
stimmungen brauchbar. 


Der nichtsensibilisierte Rectus abdominis des Frosches wit 
in einem mit Ringerlésung gefiillten Bad von 20 ccm, wie es fi 
Acetylcholinbestimmungen iiblich ist, aufgehiinet. Die Ringe 
lé6sung wird yon einem langsamen Luftstrom durchperlt. Dies i 
insofern yorteilhatt, als sich die Muskeln dadurch lange reaktion 
fihig halten und die zugefiihrte Estermenge gleichmiibiger ve 
telt. Von der zu priifenden Ksterlésung wird 1 ccm in das Ba 
eingespritat. Wir genaue Gehaltsermittlungen ist sehr darauf 7 
achten, dab der 


Muskel sich stets in gleichem Erschlatfung: 
zustand befindet, 


und daB die Zeiten des Auswaschens und de 
Priitens peinlich eingehalten werden. Wie 


hey allen derartige! 
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eniy biologischen Bestimmungen ist auch hier einige Erfahrung ndtig, 
de wenn man Sicherheit und Exaktheit in den Werten garantieren 
Ose, will. Hinweise auf moégliche Stérungen und zweckmiiBige Anord- 
Ba nungen sind in dem einschligigen Schrifttum, insbesondere bei 
Kon. den Cholin- und Acetylcholinbestimmungen in geniigendem Mafe 

ou finden, so daf wir hier aut jene Zusammenstellungen und aut 
Be;| unsere frihere Arbeit verweisen kénnen}). 


be 

Mel Obgleich eine einzelne Einstellung ziemlich lange Zeit be- 
rest nsprucht — 15 Minuten Auswaschen und 40 Minuten Kinstel- 
snot lung und jede quantitative Ermittlung dazu meist mehrere 
ring jung — LL Ti | cié { ‘ « YVLLGMULIAY 4 LULL Lk oe Ter sae| hie is bile Tere 


iere| Kinstellungen erfordert bis Kurvengleichheit mit der Testlisung 
alte) erreicht ist, ist doch das biologische Bestimmen der Methylester 
star} nicht so zeitraubend, wie man danach annelmen kénnte. Ein 
_ di gettbter Untersucher kann niimlich 8 und mehr Muskeln zu 
ere, gleicher Zeit bedienen. Mit dieser Art der Arbeitsweise und der 
ekty oben angegebenen Methylierung wurden vom Untersucher un- 
hte: bekannte Kontrollésungen analysiert. Enthielten diese 0,1; 0,2: 
den: 0.5; 1; 5: 10: 20; 50: LOO mg Crotonsiurebetain, so wurden sie zu 
lich 96-102"), wiedergefunden, kleinere Betainmengen von 20—507 

wurden weniger vollstiindig zu etwa 90°/, biologisch bestimmt. 


Von jeder Menge wurden mehrere Ansitze gemacht und jeder 


be Ansatz in Doppelbestimmungen ausgetestet. Auf Wiedergabe der 

ad kinzelergebuisse verzichten wir hier, weil sich gegeniiber den 

me itblichen biologischen Bestimmungsverfahren keine grundsiitz- 

| lich verschiedene Technik erforderlich macht und bei den ein- 

zelnen Betainestern, iiber deren biologisches Verhalten und iiber 

- deren Bestimmunestihigkeit mit diesem Verfahren spiiter berichtet 
ae 


werden wird, Kinzelbeobachtungen eingehender besprochen werden 
sollen. 


Die bisherigen Befunde erweisen,-daB die quantitative bio- 


aN ] . 3 ° ee ° 

Wl") logische Bestimmung des Crotonsiurebetainmethylesters grund- 
ih es ; ee ? : . _ 
SM sitzlich modglich ist. Inwieweit zweckentsprechende Abinderungen 
ngel | 


| . * . . 1 ° ‘ 7 
ol der Methodik bei der Ermittlung von Betainen aus Geweben und 
KOrpersiiften vorgenommen werden miissen, kénnen erst praktische 


ion WL ’ ; = 
. “riahrungen und weitere Erprobung ergeben. 

vel 

), 
>) ya 

f Zusammentassung 
ul 7 

ings Iss wird ein Verfahren beschrieben, mit welchem Croton- 
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| de! Saurebetain (und Betaine schlechthin) aut biologischem Weg 
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‘tigel achgewiesen werden koénnen. Die quantitative bestimmung 1st 
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So Krieh 


Kurt Foérsterling, Kin Verfahren usw. 


auch neben gleichartig wirkendem Cholin und Acetylcholin mig. 
lich. Das Verfahren beruht auf der Umwandlung des Crotop. 


siiurebetains in seinen Methylester und dessen Austestung ay 
nichtsensibilisierten Rectus abdominis des Frosches im Vergleic} 


mit einer bekannten Kstermenge. 
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Serin als stickstoffhaltiger Bestandteil der Glycerinphosphatide 
des Menschengehirns 
Von 


Karl Schuwirth 


Im Verlauf der vorliegenden Arbeit, aus welcher Teilergeb- 
nisse bereits friiher in Form einer vorliufigen Mitteilung ver- 
Sffentlicht wurden}, konnte Serin als neue Stickstoffkomponente 
in den Glycerinphosphatiden des Menschengehirns auf Grund 
lolgender Beobachtungen nachgewiesen werden: 1. Der Colamin- 
stickstofigehalt der hydrolytischen Spaltprodukte der Glycerin- 
phosphatide, bestimmt nach einer neuen, von Blix”) angegebenen 
Methode, deren Brauchbarkeit vorher nachgepriift wurde, ist stets 
bedeutend geringer als der nach van Slyke bestimmbare Amino- 
stickstoffgehalt; er betriigt rund 50°/, desselben. 2. Serin wurde 
in Form der §-Naphthalinsulfosiiureverbindung nach Fischer und 
Bergell%) aus den wasserléslichen Spaltprodukten der Glycerin- 
phosphatide isoliert. 3. Es lieB sich freies Serin nach Spaltung 
der Glycerinphosphatide mit Ba(OH), nach vorausgehender Ex- 
traktion des Hydrolysates mit n-Butylalkohol isolieren. 

Die Nachpriifung der yon Blix?) angegebenen Colamin- 
bestimmungsmethode, welche auf der Fliichtigkeit des Colamins 


sS 


7 


bei T5—80" im Wasserstrahlvakuum bei Abwesenheit von Wasser 
deruht, ergab mit reinen Colaminlésungen gute Resultate (vgl. 
lab. 2). Weder die Anwesenheit gréBerer Cholinmengen noch 
eine Vorbehandlunge mit NaOH in Siedehitze sind von Enintlub 
aut das Kreebnis. Die Anwendbarkeit der Methode zur Colamin- 


} . ; . ee ° } ’ } a =. : > \] rg? ry 
pbestimmung in den wasserléslichen Spaltprodukten der (Glycerin- 


ae .s 1: e } ° "> : : , e ; : sae . ) 
phosphatide lef sich durch einen Versuch, bei welchem 86,4 


aus dem Titrationsergebnis berechneten Colaminmenge aus 
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bekannte Tatsache, daB die bei der Hydrolyse freiwerdenden Fett- 
siiuren hartniickig Stickstoff festhalten, insofern nicht, als nur die 
wasserlislichen Stickstofisubstanzen der Hydrolysate in die Unter- 
suchung einbezogen wurden. 

In diesen wurde der Gehalt an Gesamt-N, Amino-N, Cola- 
min-N und Cholin-N bestimmt. Nachdem Vorversuche ergeben 
hatten, daB die Art der Spaltung keinen EinfluB auf das Ver. 
suchergebnis hat (vel. Tab. 3), wurden in 2 Hauptversuchen di 
Spaltprodukte créBerer Mengen zweier verschiedener, unabhiingig 


yroneinnndaer 


gewounener Phosphatidpiiiparate untersucht. Di 
beiden Versuche (vgl. Tab. 1) zeigen itibereinstimmend mit den 
Krgebnissen der Vorversuche, sowie mit bisher immer noch un- 
sicheren Befunden friiherer Autoren‘), daB innerhalb unvermeid- 
licher Versuchsfehler die Summe von Amino-N und Cholin-N dem 
(sesamt-N der wasserléslichen Spaltprodukte entspricht, daB aber 
der Colamin-N nur etwa 35—50°/, des Amino-N je nach dem 
verwandten Priiparat ausmacht (Praip.1: 50,5°/,; Priip. IT: 84,9° ,) 


Tabelle 1. 
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Vers. 


(;esamt 


N 


fin Hydrolysat wurden gefunden in 


(holin- Amino Colamin- 


N N N 


ex 
— 
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Unbekannter N 
bereechnet aus J 


Amino-N-Cols 





miin-N 





40 O,4] 0,93 O47 0.46 
1] L.Do Q,25 1,29 0,45 O84 


Bis hierher waren meine Untersuchungen gediehen, als ich in kurzer 
Auteinandertolge durch dic Zeitverhiiltnisse verspitet von einigen aus 
liindischen Arbeiten Kenntnis erhielt, in welehen das gleiche Problem be 
handelt wurde. Die erste dieser Arbeiten war eine umfassende Darstellung 
von Foleh und Schneider’), welehe auf einem anderen. ebenfalls in 
direkten Wege die Anwesenheit einer o«-Aminosiiure mit einer der Amino- 
grappe benachbarten OH-Gruppe unter den stickstoffhaltigen Spaltprodukten 
yon Glycerinphosphatiden des Kindergehirns wahrscheinlich machten. Si 
vermuteten das Vorliegen yon Serin, das yon ihnen aber weder in freie! 
form noch als Verbindung aus den Spaltprodukten isoliert wurde. 

Kurz darauf erschien cine vorliufige Mitteilung von Chareaff, Ziff und 
Rittenberg' | ) ) 


dab der Nicht-Amino-N lediglich in Form des Cholins yorkommt, wihrend 
der Amino-N nur zu 40—-50°), als Colamin-N Das gleiche Ergeb 


iis nur 


vorliert. 
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voriaunge Bb:aar dessen 


Mitteilune yon ] 
(lveerinphosphatiden des 
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Wege wie meme gewonnen waren. Die beiden letzten Arbeiten konnten 
iiber den chemischen Charakter der neuen N-Verbindung keine Aussage 
machen. 

Da es mir inzwischen gelungen war, das von Foleh und 
Schneider’) nur vermutungsweise angenommene Serin als Spalt- 
produkt der Glycerinphosphatide aus Menschengehirn in Form 
der $-Naphthalinsulfosiureverbindung darzustellen und damit den 
sicheren Nachweis des Serins in den Gehirnphosphatiden zu er- 
bringen, entschlob ich mich. einen Teil meiner Ergebnisse bereits 


°,° ‘ . ee } | Toe > . 
orzeltl2 In Horm der eingangs erwahnten vorinuhgen Mitteilu 


. 
voce 
WY 


. . : | . » a 7 . . + ¥ 7 . 7 

Nach Erscheinen dieser Arbeit erhielt ich von privater Seite die Nach 

. {) Se 2 on +7 é : a ba . . ~ Oo . : . e ° 

nicht. dab kurz zuvor aueh Charegatf und Ziff*) eine weitere. mir bis 

. « . “a oe euy -y e . 1 ° ° 

dahin nicht zugiingliche kurze Mitteilung tiber die Isolierune yon Serin in 
pe 


der gleichen Form aus den Giveerinphosphatiden des Rindergehirns ver 
sffentlicht hatten, 

Im Verlaut der weiteren Untersuchung konnte ich nach Spal- 
| eren Phosphatidmenge mittels Ba(OH), und nach- 
lolgender KE xtrakt tion des Hydrolysates mit n-Butyl- und n-Propyl- 
alkohol nach Dakin”) aus der eingeengten wiiBrigen Lésung eine 
kleine Menge Serin in freier Form erhalten. Das Pr riiparat war 


analysenrein und — wahrscheinlich infolge von Racemisierung 
ber der Spaltung optisch inaktiy. 


Diese Ergebnisse wurden noch ergiinzt durch eine bisher nur in yor 
liunger Form ersehienene kurze Mitteilung von Foleh*), dem anscheinend 
wie Tsolierune des yon ihm als ,,Phosphatidylserin’ bezeichneten neuen 
Vhosphatids sowie die Darstellung von freiem Serin aus diesem Priiparat 
vliickte. Mit Ausnahme der ersterwiihnten Arbeit von Folch und Schnei- 
ler®) sind mir ausfiihriiche Darstellungen zu diesem Thema noch nicht 


bekannt reworden. 

Damit diirfte sichergestellt sein, dali das bisher als einheit- 
liche K6érpergruppe mit dem Stickstoffbestandteil Colamin an- 
vesehene Kephalin aus zwei verschiedenen Kérpergruppen besteht, 
von denen die eine die bisher tibliche Formel der Kephaline be- 


sitzt, withrend die andere sich vom Kephalin durch ihre Stick- 


stottkomponente, das Serin. walhrscheinlich in ihnlicher Weise 


unterscheidet, wie das Kephalin vom Lecithin. 

Ob damit nun alle stickstoffhaltigen Bestandteile der Gly- 
cerinphosphatide bekannt sind, liBt sich mangels einer sicheren 
Methode zur quantitativen Bestimmung des Serins noch nicht 
ichtung bisher angestellte Versuche sind 


. fe ' a] . - ‘ 
bnislos verlaufen. Auch die neuerdings von Stein, Moore 
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Karl Sehuwirth. 


und Bergmann yorgeschlagene Methode der Fitllung mit p-Oxy. 
azobenzol-p-sulfonsiiure!) fithrte nicht einmal mit reinen Serin- 


lésungen zum Ziel. 


Die Méglichkeit eines genetischen Zusammenhanges der stick- 


stofthaltigen Komponenten der 


zwischen Serin und Colamin. ist nicht von der Hand zu weisen, | 


Ks ist modglich, 
lierung Colamin gebildet wird. 


Glycerinphosphatide, vor allem 


| 


daB aus vorhandenem Serin durch Decarboxy. | 
Dafiir, dag Amine biologisch aut! 


© r . ee . 5 ; ne jie _° = a ° ge oe tie 
diesem \\ egze aus Amunosiuren entstehen kinnen, hefern (ile | 


Bildung des Tyramins aus Tyrosin [Schuler und Wiedemann”) 


und die Bildung des Histamins 
mann /3) 
reichende Beispiele. 


Experimenteller Teil 


Die zur vorliegenden Untersuchung 


|} durch die Einwirkung 


aus Histidin [Werle und Her.| 
iiberlebender Organschnitte hin- 





verwancuten 


PY, 


phosphatide entstammten Sektionsmaterial, das mir in dankens- 
werter Weise vom’ Pathologischen Institut der Universitat Koln 
iiberlassen wurde. Die Darstellung geschah in der institutsiiblichen 


Weise !4) 


/ 


aus dem Atherextrakt des mit Aceton vorbehandelten 
Grehirnmaterials durch Acetonfallung. 


Zur Anwendung kamen 


Rohprodukte, welche etwa '/, des Gesamt-N in Form von Cholin-\ 
enthielten, also nicht lecithinfrei waren. 

Der Gesamt-N wurde nach Kjeldahl]! in der Mikroausfithrung 
von Pregl, Amino-N nach van Slyke, Cholin-N nach Beattie?) 
Colamin-N nach Blix*), Phosphor nach Embden?®) und Glycerin 


iach Blix??) bestimmt. 


Tabelle 2 
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Die Colaminbestimmung wurde nicht, wie im Orginal an- 
gegeben, als Mikroverfahren, sondern unter Anwendung einer 
1—10 ccm n/10-Siure entspreche:iden Colaminmenge durchgefiihrt. 
Die Destillationsdauer muBte dabei auf1!/, Stunden erhéht werden. 
in Tab. 2 sind die Ergebnisse mehrerer mit Lisungen synthetischen 
Colamins vorgenommener bestimmungen wiedergegeben. 


Ty; Wa i no y walre See ealetinnar : . nv > tirta 
Die Verteilung der Stickstoffiraktionen in den Hydrolysenprodukten 


Ane / rmhne hatiy 30 1 s | ce Y wan 
der Glycerinphosphatide aus Menschengehirn 


Wie aus ‘'ab. 3 hervorgeht, ist es fiir das Ergebnis gleich- 
giiltig, ob die Spaltung der Glycerinphosphatide in alkalischer 
oder in saurer Lisung vorgenommen wird. 
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— Tabelle 3 
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Angewandt je 2 g Glycerinphosphatid mit 37,2 mg N 


. 1 : 
Mengenangaben in mg 


Dp 











. to] Vom Ge- Verteilung des nach 
y = |samt-N wur-| Spaltung wasserléslichen 
— % Reed » ' . > 
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: =_-" ——— 
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“i “leS =hl Ss 1-3 | & (oe 
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ef.| Git ~ * D | 2.40 
. woe — —_ ee vow 
] In alkoholischer Lésuiig | 35,6 | 32,9 4.0 | aoe | 10.2 15,6 
+9°/, 2n-NaQH 3 Stunden 
in Siedehitze 
2 1 In alkoholiseher Lésune [32.4 Lo | 8054110242; ¥,) 15,1] 
- 5°, 2n-NaOH 6Stunden 
in Siedehitze | 
In wiBriger 10°/,iger HCLE 35.6} 2 ( 26,6 10,6 16,0 
3 Stunden in Siedehitze | 
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Sehuwirth, 
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Isolierung des Serins als /-Naphthalinsulfosdurederivat aus den 
wasserloslichen Spaltprodukten der Glycerinphosphatide 


Da die Vermutung bestand, es kénne sich bei. der unbe- 
kannten N-Verbindung um Serin handeln, wurde versucht, sie in 
Form der von Fischer und Bergell’) als fiir die Isolierung von 

elgnet empfohlenen Verbindung mit 
§-Naphthalinsulfositure zu isolieren. In Vorversuchen mit synthe- 


} 


Oxyaminosiiuren besonders ge 
tischen Priiparaten wurde festgestellt, dab, obschon auch Colamin 
ein Derivat mit der genannten Sultosiiure bildet?*), seine Anwesen- 
heit die Darstellung des Serinderivates nicht stort. 

Die Spaltung des Glycerinphosphatids geschah in barytalka- 
lischer Lésung. Zu diesem Zweck wurden 146,5 ¢ Substanz 
P 8,87°),, N 2,15°/,, Glycerin 8,0°/,, Galaktose 2,4°/,) in 1500 ccm 
Wasser emulgiert und nach Zusatz von 150 ¢ Ba(OH), unter 


hiiutigem Umschiitteln 5 Stunden im siedenden Wasserbad erhitzt. 
Nach dem LErkalten wurden die Ba-Salze der Fettsiuren ab- 
getrennt und mit Wasser gut ausgewaschen. Im Filtrat wurde 
das iiberschiissige Barium mit H,SO, gefallt. Die Lisung ent- 
hielt 2,26 ¢ Gesamt-N, 1.67 g Amino-N, 0,99 g Colamin-N und 
U.69 g Cholin-N. Sie wurde im Hochvakuum tiber H,SO, hel 
Zimmertemperatur soweit als méglich eingeengt und der sirupése 


hiickstand so lange mit Alkohol verrieben, bis eine neue Portion 


xr 


| 


nich lingerem Verreiben nur uoch eine geringe Gelbfiirbung 
zelgte, wobei eine weitgehende Entfiirbung des Riickstandes ein- 
trat. Kr enthielt nach dieser Behandlung 1,48 g Gesamt-N, 1,43 g 
Amino-N, 0,69 ¢ Colamin-N und 0,09 g Cholin-N. Die Haupt- 
menge des Cholins lieB sich also auf diese Weise entfernen. 
Kin Versuch, aus einem aliquoten Teil dieses Riickstandes 
durch Alkoholzusatz eventuell das vorhandene Serin zur Krystalli- 
sation zu bringen, scheiterte. Zur Darstellung des Sultfositure- 
derivates wurden in 3 verschiedenen Versuchen je 2 ¢ des Sirups, 
welche nach der Berechnung je 0,36 g Serin enthalten sollten, 
verwandt. Die Substanz wurde in Wasser gelist und bei Ver- 
such II und Lil mit Tierkohle durchveschiittelt. Nach dem Ab- 


filtrieren wurde mit 2.5 cem Wasser nachgewaschen. bei Ver- 
sucht | wurde gleich die entsprechende Wassermenge zugesetzt. 
Die Darstellung der Sulfosiiureverbindung erfolgie genau nach den 
Angaben von Fischer und Bergell’). Nach Abtrennung der 


} } ee } . De auret tave 63a j ’ 
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Qf Karl Sehuwirth, 
abfiltriert 
Ansiitzen je 
Se a “Schmelzp. 

1. Zers.| erhalten. 


und getrocknet. Aut diese Weise wurden jn 
1,07 g (I) baw. 0,90 g (ID) bzw. 1,45 ¢ (IL) 
198°, 197° GD und 197° (IIT) sitmtlich 
Die Rohprodukte wurden nacheinander aus 


wurde 
den 3 


heiBem Wasser, Hisessig und Alkohol umkrystallisiert und so 
schhieBlich 0,87 g (D, 0,35 ¢ ) und 0,381 ¢ (II1) der reinen Sub- 


stanz [Schmelzp. 214° (D, 2 (11), 218° (IIT), stimtlich wu. Zers,7 
gewonnen. 

c 2 a] +24 Subst i Rw lO Me \ i } U Li] Creaven UA 
(9.624 10.315) me CO, und 2 ) (2,12! 2.170) me H.O. | U me Subst. (] 
989 mg von II, 8,07 1 von ITD) verbr. 2,30 (3,34: 2,74) cem n/100-HCl 

CC. EEOLNS Ber. ( 12,88 ii 4.4] N 4,74 
rer, 1 02,82 LO] 1,8] 

I] 2.40 1.353 1/4 

; IT] 53,22 {50 TD 

Da die Substanz ausgesprochen saure Higenschatten besitzt, 
lieB sich das Aquivalentgewicht durch Titration bestimmen. 


11,97 mg Subst. () (7,29 me 
$05) eem n/100-HCI. 


C,,H,,0;NS Ber. 295.2 Gef. 309 


von TT, 12,37 mg von IID) verbr. 3,87 (2,39: 


(304; 306) . 


Gewinnung von ireiem Serin aus Phosphatidhydrolysaten 
nach Extraktion mit n-Butylalkoho!} 


Gespalten wurden insgesamt 407 ¢ Glycerinph osphatid (P 3, 75° 
N 2.01/., Glycerin 8,36°/,, Galaktose 1,7 
schilderten Weise mit Ba(OH),. Das Hydrolysat enthielt 6,62 ¢ 
Gesamt-N, 5,19 ¢ Amino-N, 3,04 ¢ Colamin-N und 1,64 g¢ Cholin-N. 
Ks wurde nach Dakin”) zuniichst 36 Stunden mit n-Butylalkohol, 
dann weiter mit n-Propylalkohol extrahiert. 
Kixtrakten konnte kein 


°/,) in der bereits ge. 
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eA 
| 


Aus den alkoholischen 
Sern gewonnen werden. 
Extraktion fiel im Riickstand eine krystalline Masse aus, welche 
abiltriert wurde. Sie bestand aus anorganischen Salzen. 
Mutterlauge krystallisierten nach 2tiigicem S 
2.2 ¢ Substanz in Form i 


vakuuam 


Aus der 
tehen im Eisschrank 
Niidelchen. Sie wurde im Hoch- 
1d mit 50 ccm absolutem Al kohol +/, Stunde 
cekocht. Nav ‘h 
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wurden. Bei der Schmelzpunktbe: ‘stimmune traten ab 210° zuneh- 
mende brauntiirbung % “34° eine starke Zersetzune ein. 
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Serin als stickstoffhaltiger Bestanadteil der Glycerinphosphatide usw. Q5 


) 


5,153 me Subst.: 6,490 mg CO,, 3,100 mg H,O: Spuren Riieckstand. 
995 (8,03) mg Subst. verbr. 8,74 (7,60) cem n/100-HCL. 


CoHLO N Ber. © 34,29 Ht 6,7] N 13,32 
et, 5, 34,57 we OO 13,24, (13.95 


Das erhaltene Serin war optisch inaktiy. 
Die. Mutterlange der 2. Krystallisation lieferte auch nach Stigigem 
Stehen im Kisschrank nur noch eine ganz geringe Menge krystalliner Sub- 
stanz, Es gelane weder auf dem Wege der Veresterung noch auf dem 


4 


. ea ye Yee 1 ¥ . , . es 
Umwege iiber die Fiillune mit Hg-Acetat in sodaalkalischer Lisung und 


| } ; 
Sep ¥V eresteru e1cvere wenge serin daraus zu gewinnen, 
| sah gah ash aricar he nttarinday lor Vixy > = a oe a4 : 
uecn nicnt naen vyornerl<el MOtwCrnUuUneS del (riycerin-phosphorsiure mit 
Bo ee A yess cies 44719 rT Or oh laireh Qnaltnnag dag PI - 7 ie } ; 
Bleiacetat. | Srner Wurce Versus ht. qaureh Sp LiTUNnS Ges i hosphatidgemisches 
A < 


mit Salz- oder Schwetelsiiure und Entternung des Siiureions mit geeigneten 
Fillungsmitteln nach Kinengung und Alkoholzusatz Serin in krystallisierter 
Form zu gewinnen, eine Methode, nach der Folch?) angeblich Serin iso- 
lieren konnte. Auch auf diese Weise gelang es nicht, dal Serin aus den 


Hvdrolysaten zur Krvystallisation zu bringen. 


Nachweis des Colamins in den Glycerinphosphatiden als Phthalimid 

Zur Isolierung des Colamins als Phthalimid wurde eine 
eréBere Menge eines zuvor analysierten Phosphatidhydrolysates 
in der zur Colaminbestimmung iiblichen Weise destilliert, wobei 
die Vorlage statt H,SO, eine bekannte Menge wiBriger Phthal- 
sdurelésung enthielt. Nach Sstiindiger Destillation wurde in einem 
aliquoten ‘Teil des Destillates das iibergegangene Colamin_be- 


stmmt, wobei sich ergab, daB nur etwa die Hiilfte des erwarteten 


’ 1 - oa * | . . + 7 ee : i 
Colamins iiberdestilliert war. Es ist, wie auch spiitere Versuche 


zeigten, selbst bei mehrtiigigem Destillieren unméglich, groBe 
Mengen Colamin aus den verhiiltnismiBig groBen Riickstands- 


mengen (anorganische Salze usw.) quantitativ abzutreiben. Der 


} i> rry 1 “4 . } ; a h« 
Inhalt der Vorlage wurde zur Trockne verdampft und im Olbad 
““— : 


ei 210° nach der Vorschrift von Keiser") kondensiert. Das 


T> , : Sd ° . “¢ yr ‘ ; y » ees : 
Rohprodukt wurde mit wenig heiBem Wasser aus dem Kolben 
velést und tiber Nacht im Hisschrank auskrystallisiert. Durch 
he Fee ee : ’ ¥ : Yah? lon 7 YRY ga 
biltration wurden 1,94 ¢ Substanz vom Schmelzp. 12/—125" ge- 
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Die Methylierung durch pflanzliche und tierische Gewebe 
I. Mitteilung*) 


Methionin als Methylierungsagens bei der Synthese des Kreatins 
und Betains durch etiolierte Weizenkeimlinge 


Vou 
H. K. Barrenscheen und Tibor von ValyisNagy (Debrecen) 


Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitit Wien) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22, Oktober 1942) 


Hinleitung 

Die Fahigkeit des tierischen Organismus zur Methylierung 
ist erstmals durch W. His!) im Schmiedebergschen Labora- 
torlum gezeigt worden. Hunde, denen His Pyridin verfiitterte, 
schieden dieses als Methylpyridiniumhydroxyd (,,Methyl-pyridyl- 
ammoniumhydroxyd“) aus. Die Folgerungen, die His damals aus 
seinem Befund zog, gelten in ihrer kritischen Kinstellung tir alle 
Untersuchungen, die spiiterhin, an anderem Tiermaterial, His’ 
Befunde bestitigten: ,.Fiir das Verstiindnis der im Ké6rper ver- 
laufenden chemischen Vorgiinge kann die nackte T’atsache, dab 
an das Pyridin, unter Umwandlung in eine Ammoniumbase, ein 
Methyl angelagert wird, so lange von keinem Vorteil sein, bis 
nicht nachgewiesen ist, woher**) dasselbe stammt und in welcher 
Weise**) die Anlagerung geschieht. Die weitere Untersuchung 
hat daher zuerst die Frage zu beantworten, ob das Methyl als 
soleches herantritt, etwa unter Vermittlung eines Triigers, der dem 
Jod im Jodmethyl analog wirkt, oder ob dasselbe nur als Rest 
zu betrachten ist, der von einem komplizierten Paarling nach 
sekundiren Oxydationen und Spaltungen zuriickgeblieben ist.“ 


Die Erceebnissé der vorlierenden Mitteilung lagen bereits September 

lJ41 vor. Die geplante Fortsetzung mubte wegen Einriickung des Herrn 
r , e v ° > 

von Valyi-Nagy unterbleiben. B. 


Im Original nicht vesperrt cedruckt. 
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Gegeniiber diesen Forderungen H1s’ hbedeutete eimzig und 
allein die Arbeit Franz Hofmeisters2) einen wesentlichen Fort. 
schritt. In seinen Untersuchungen itiber Tellurmethylbildung kommt 
Hofmeister zu der Schlubfolgerung: die Abspaltung der 
Methylgruppe und Anlagerung an andere Atomkomplexe 
ist somit ein im intermediiiren Stoffwechsel*) der Tiere 
tiberhaupt und namentlich bestimmter driisiger Organe, vor allem 
der Hoden, sehr verbreiteter Vorgang**, Zum Mechanis- 


} 1 : “* Perea LJ Gg ee | . : a ea ae 
mus der Methylierung: iiuBert sich Hofmeister wie folgt: 
] 
I< 


Manu 
zwar das Gewebe die Methylgruppe vorgebildet enthalt, 


inn niimlich von vornherein die Annalme machen, dag 


aber in einer Bindung, welche deren Abspaltung beim 
einfachen Zusammentreffen mit Pyridin oder Tellur 
nicht erméglicht. Zur Methylierung bediirfte es dann 
eines Zwischenvorganges fermentativer, oxydativer oder 
anderer Art*). Bei Anwesenheit von Pyridin oder Tellur kiime 
es zur Methyherung dieser, wihrend normaler Weise methylhaltige 
Stoffe anderer Art, zB. die Kérper der Cholin- und der 
Kreatingruppe*) entstiinden®. Hier wird ganz eindeutig die 
Methylierung als fermentativer ProzeB herausgestellt. Keiner der 
spiiteren Forscher hat an diese Hofmeistersche Hypothese an- 
sekniipit. Wohl wurden weiterhin noch Methylerungsvorginge 
durch den tierischen Organismus festgestellt. Ks sei hier an die 
Untersuchungen Jatfés%) iiber die Bildung des Kreatins nach 
Vertiitterung von Glykocyamin und die Befunde von Acker- 
mann’) tiber Umwandlung der Nicotinsiure in Trigonellin 
im Organismus des Hundes erinnert. Wie wenig man die bio- 
chemische Seite des Methylierungsproblems bis in die letzte Zeit 
hinein beachtete, zeigt die Behandlung, die es in einem de 
sroBen Sammelwerke der Biochemie®) erfahren hat, worin die 
ganze Frage in wenigen Siitzen erledigt wird und der Vorgang 
der Methyherung als ein ,,EntgiftungsprozeB“ abgetan wird. Dab 
der Organismus vielfach erst durch die Methylierung aus an sich 
unwirksamen oder wenig wirksamen Bausteinen seine Wirkstotfe 
aufbaut — man denke an das Cholin, das Adrenalin, aber auch 
das Kreatin —, ist trotz Hofmeisters Hinweis vollkommen un- 
beachtet geblieben. 

Unsere eigenen Untersuchungen zu diesem Problem haben 


ihren Ausgangspunkt zunichst von einer ganz anderen Seite her 


*) Im Original nicht gesperrt gedruckt. 
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genommen. Versuche tiber die Bildung der Carotinoide in etio- 
lierten Keimlingen®) brachten zuniichst die Frage, wie bildet der 
pllanzliche Organismus das Isoprengeriist zum Aufbau dieser 
Farbstoffe? Wohl war — rein rechnerisch — die Modglichkeit 
gegeben, da8 das Leucin — iiber Isoamylaldehyd-Aldolkonden- 
sation und weitere Dehydrierung — das Material zum Aufbau der 
Isoprenketten liefern kénnte. Der Beweis fiir diese Annahme war 
jedoch experimentell nicht zu fiihren ebenso wenig wie der Nach- 
weis, daB die Paraffinketten der hiéheren Fettsiuren durch De- 
hydrierung zuniichst in ein System konjugierter Doppelbindungen 
iibergefiihrt werden. Letztere Annahme wiirde die sekundire 
Methylierung dieser Ketten zu Isoprenresten erfordern. Damit war 
die Frage nach den Bedingungen der Methylerung aufgeworfen. 
Die hier primir gestellte Frage — Einfiihrung der Methylgruppe 
in die Kohlenstoffbindung — 1JaBt sich prinzipiell vielleicht am 
ehesten beantworten, wenn man zunichst dem Mechanismus der 
bisher bekannten Methylherungsvorginge, die — abgesehen von 
den Hofmeisterschen Versuchen — siimtliche die Methylierung 
am Stickstoff bewiesen haben, nachgeht. Wir wandten uns daher 
zunichst der Frage nach den Bedingungen der Methylierung der 
Guanidinessigsiiure zum Kreatin durch pflanzliches Gewebe (etio- 
lierte Weizenkeimlinge) zu’). Die Versuche, welche eine betricht- 
liche Kreatinbildung durch pflanzliche Zellen ergaben, zeigten 
aber auch eindeutig, — ganz im Sinne der von Hofmeister’) 
geiiuBerten Vermutung —, daB der Proze8 der Methylierung 
als fermentativer Proze’ aufzufassen ist. Dafiir sprachen die 
Abhangigkeit von der Sauerstoffversorgung, die p,,-Abhingigkeit 
und die Vernichtung der Methylierungsfihigkeit durch nur kurz 
dauerndes Erhitzen. Wir méchten, in Analogie zu anderen tber- 
tragenden Kermenten fiir den die Methylierung bewirkenden Fer- 
mentkomplex den Namen ,,Methylpherase“ oder ,,Trans- 
methylase“ vorschlagen, wobei es selbstverstiindlich offen bleiben 
mu, ob wir es mit einem einheitlichen Ferment zu tun haben 
oder ob es, abgesehen von der Spezifitit fiir das Substrat, auf 
welches die Methylgruppe iibertragen wird, noch spezifisch aut 
die Methyldonatoren abgestimmte Fermente gibt. 

Die Frage nach den Methyldonatoren ist Gegenstand 
der folgenden Mitteilung. In einer bereits aus dem_hiesigen 
Laboratorium erschienenen Arbeit von Gigante’) haben wir uns 
mit der Frage, wie weit das Glykokoll, bzw. die Glykolsiure 
im Sinne von Dave nport, Fisher und Wilhelmi?®) als 
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Methylierungsagens in Frage kommt, auseinandergesetzt. Wir 
muBten sie verneinen. 

In letzter Zeit sind nun eine Reihe von Arbeiten erschienen, 
welche den Vorgang der Methylierung mit dem Methionin ver- 
kniipften, einer Aminosiiure, deren physiologische Bedeutung mit 
dieser Feststellung in ein ganz neues Licht geriickt wurde. In 
einer kurzen Mitteilung hat zuniichst du Vigneaud c. s.") darauf 
hingewiesen, daB Homocystein das fiir die Ernaihrung unentbehr- 
liche Methionin nur bei gleichzeitiger Fiitterung von Cholin ver- 
treten kann. Du Vigneaud zog daraus den SchluB, daB Cholin 
erst die Synthese des Methionins erméglicht und daB offenbar 
Methyl vom N des Cholins auf den Schwefel des Homocysteins 
iibertragen wird, dai ferner dieser ProzeB reversibel sei. Den 
experimentellen Beweis fiir diese Annahme leferten die weiteren 
Untersuchungen von du Vigneaud c.s.!!), in denen Methionin 
verfiittert wurde, dessen Methylgruppe als Trideuteromethyl] vor- 
lag. Sowohl im Chelin der Versuchstiere als auch im Kreatin 
konnte Deuterium nachgewiesen werden. Damit war zum ersten- 
mal wohl eine Transmethylierung sichergestellt. Die Rolle des 
Methionins als Methylerungsagens wurde auch von Borsook und 
Dubnoff!*?) bewiesen, welche in ihren Versuchen iiber Kreatin- 


bildung aus Glykocyamin durch Leberschnitte von Katze, Ka- | 


ninchen und Meerschweinchen durch Zusatz von Methionin eine 
Steigerung der Kreatinbildung um rund 50°/, erzielen konnten, 
wihrend Cholin in ihrer Versuchsanordnung wirkungslos blieb. 

Die folgende Mitteilung bringt keineswegs eine abschlieBende 
Lésung des Problems der Methylierung durch Methionin. Wir 
sind uns bewult, daB sie manche Frage noch offen liBt, manche 
Frage noch aufwirft. Wenn wir trotz dieser Unvollkommenheit 
heute schon die Verdéffentlichung wagen, so ist das in den heu- 
tigen Verhaltnissen bedinet. 


I. Methionin als Methylicrungsagens bei der Kreatinbildung 


a) Methodik 
1. Versuche einer adsorptiven Trennung von Kreatin 
und Glykocyamin, bzw. Kreatinin und Glykocvamidin 


Die Unsicherheit der Kreatinbestimmung an pflanzlichem 


syP16 , Mire + ‘ eo . . 
Material mittels der Jafféschen Reaktion, welche durch die hohe 


) . \ ° 3 4 : . , ; . Va 
Bhndwerte bedinet war, konnte zwar durch die ZAwischenschaltung 


yr K ‘are K alk fy] meee ; 
der Kupfer-Kalkfillung 8) beseitigt werden. Immerhin blieb aber 














die 
dem 
cyal 
Anl 
zur 
lich 
ges) 
SO 
cya 
beh 
non 
cya 


Ads 
bel 

mut 
Unt 
von 
pray 
hies 
wer 
wut 
bzw 
Kre 
auf 
alig 
Met 
lich 
und 
Ver 


nac 











Die Methylierung durch pflanzliche und tieriseche Gewebe 10] 
die Unspezifitiit der Jafféschen Reaktion bestehen: auch das aus 
dem Glykocyamin durch Anhydrisierung sich bildende Glyko- 
cyamidin gibt eine positive Jaffésche Reaktion. Wenn auch die 
Anhydrisiecrung des Glykocyamins unter den Bedingungen, welche 
zur quantitativen Kreatininbildung aus Kreatin fiihren, betricht- 
lich hinter der Theorie zuriickbleibt und das Glykocyamidin 
segentiber dem Kreatinin eine wesentlich geringere Farbung zeist, 
doch 


eyvamidins als erstrebenswertes 


so war die Ausschaltung des Glykocyaming bzw. Glyko- 
Ziel im 
Zu diesem Zwecke wurde nochmals der Versuch unter- 
nommen, eine ‘l'rennung von Kreatin bzw. Kreatinin vom Glyko- 
cyamin bzw. Glykocyamidin durch Adsorption zu erreichen. 


methodisches Auge zu 


behalten. 


Versuche mit Permutit. Versuche, Kreatin, bzw. Kreatinin durch 
Adsorption an Permutit zn isolieren, gehen auf Whitehorn") zuriick, der 
bei neutraler Reaktion keinerlei Adsorption der genannten Koérper an Per- 
mutit konnte. Zu gleich negativen Ergebnissen fiihrten die 
Untersuchungen von Kapeller und Stern‘), Die gegenteiligen Angaben 
von Davenport, Fisher und Wilhelmi’), die allerdings ein Spezial- 
priparat von rein weibem Permutit beniitzten, konnten von Gigante*) im 
hiesigen Laboratorium nicht bestitigt werden. Immerhin schien es wiinschens- 
wert, die Frage nochmals experimentell zu iiberpriifen. Zu diesem Zwecke 


iachweisen 


wurde aus einer durch Einwaage genau hergestellten Lésung von Kreatin 
bzw. Kreatinin Lésungen hergestellt, welche in 10 cem 307 Kreatin bzw. 
Kreatinin enthielten und diese mit jeweils 100 mg Adsorbens '/, Stunde 
auf der Schiittelmaschine geschiittelt. Nach Zentrifugieren wurde in einem 
aliquoten Teil der iiberstehenden ,,Restlésung‘‘ das Kreatinin nach der 
Methode von Lieb und Zacherl'’) bestimmt. Die Ergebnisse dieser neuer- 
lichen Uberpriifung waren folgende: Aus neutraler Lésung wird Kreatin 
und Kreatinin an Permutit iiberhaupt nicht adsorbiert. Nach der 
Versuchsanordnung yon Davenport, Fisher und Wilhelmi wird, wie 


nachstehende Tab. I zeigt, bei weitem nicht alles Kreatin adsorbiert. 


Tabelle I 


In den Ansiitzen je 10 cem Kreatinlésung entsprechend 
35,2 y Kreatinin-Ansatz 
Mit je 0,2 ¢ Permutit und 1g PbCO, durch 20 Minuten geschiittelt. Die 
+ cibt die Kreatininwerte fiir die iiberstehende Lésung und die Pro- 


zente adsorbierten Kreatins 
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Wie ersichtlich, werden selbst bei 5maligem Ausschiitteln mit Permutit 
von der zugesetzten Menge von Kreatin nur 82,7°), adsorbiert. Permutit 
ist also fiir die Zwecke der Trennung ungeeignet. 


Versuche mit Kaolin. Der Kaolin wurde fiir die Zwecke der Ad. 
sorption zunichst derart gereinigt, dab 10 g¢ Kaolin mit 30 eem n-IICl dure} 
2 Stunden auf der Schiittelmaschine geschiittelt und auf der Zentrifuge mit 
~destilliertem Wasser bis zur Chloridfreiheit des Waschwassers geweschen 
wurden. Zu den Versuchen kamen Lésungen entsprechend 300 y Kreatin 
bzw. Kreatinin in 10 eem und 0,2 ¢ Adsorbens. Die Versuche wurden in 
iibrigen analog den Permutit-Versuchen durehgefiihrt. Auch hier war das 
Ergebnis negatiy. Aus neutraler Lésung wird Kreatin und Kreatinin nu 
zu rund 8°), an Kaolin adsorbiert. Giinstiger liegen die Bedingungen fit 
die Adsorption aus saurer Lisung. Aus einer 0,1 n-HCl entsprechenden 
Lésung wird Krestinin bei einmaliger Sehiittelung zu rund 70°), an Kaolin 
adsorbiert. Erhéhung der Aciditiit auf 1 n-HCl setzt die Adsorption auf 
53,3°/, herab. Zu diesem nicht gerade giinstigen Ergebnis kommt, dab aus 


" 
i 


saurer Lisung Glykocyamidin in ganz analoger Weise wie Kreatinin ad- 
sorbiert wird. Unveriindertes Glykocyamin wird nicht adsorbiert. 

Versuche mit Tierkohle und Aluminiumhydroxyd. Sie kénnen 
hier kurz erledigt werden. An Tierkohle wird Kreatin und Kreatinin aus 
neutrs’er Lisung nur zu 2—4°/, adsorbiert, Aluminiumhydroxyd ergibt ab- 
solut negative Resultate. 

Versuche mit Fullererde. Nach Fisher und Wilhe!mi"), die sich 
auf Angaben von Gaebler und Keltch"™) sowie von Borsgok'*) stiitzen, 
wird Kreatinin aus einer 0,4—2,5 n-HCl quantitativ an Fullererde adsorbiert. 
Zu den eigenen Untersuchungen wurde eine nach Angaben der englischen Au- 
toren gereinigte und vorbereitete Fullererde beniitzt. Die Ergebnisse eines 
mit Kreatinin bzw. Glykocyamidin durchgefiihrten Versuches zeigt Tab. IL 


rT) ] 
Pabelle II 
Volum der Versuchsansiitze je 3 cem, Adsorption an Fullererde 
nach Fisher-Wilhelmi?) 
Die Zahlen der Tabelle geben die Extinktionskeeffizienten fiir die 
unbehandelte Lésung und das Eluat wieder 














rae ee KK Bie 

Kreatiningehalt ; unbehandelte Lisung Eluat 

> 0,058 0,034 

25 0,295 0,086 

50 0.590 O,116 
Glykocyamidingehalt y 

fae 0.096 0.059 


Wie ersichtlich, wird Kreatinin. auch in 
nicht quantitativ an Fullererde adsorbiert. 
eyamidin nicht unbetriichtlich an Ful] 


Zweck mub also auch Fullererde 





den geringen Mengen von 9 7, 


Dazu kommt, dab aueh Glyko- 
ererde herangeht. Fiir den vorgesehenen 
als unbrauchbar abgelehnt werden. 
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Versuche mit Frankonit KL. Als weiteres Adsorbens wurde Fran- 
konit KL herangezogen. — Von allen untersuchten Adsorptionsmitteln ist 
Frankonit das einzige, das aus einer 1,5—2n-IHCl-Lésung Krea- 
tinin quantitativ adsorbiert. 100—200 m& Frankonit adsorbieren aus 
35 eem Lésune Mengen zwischen 50 und 500 y Kreatinin bei 10 Minuten 
dauerndem SchiittelIn quantitativ. Das adsorbierte Kreatinin liBbt sich nach 
Waschen des Niedersechlags mit 0,01 n-HCl durch Pufferlésungen vom 
py SPH! quantitativ eluieren. Am giinstigsten erwies sich die Elution 
mittels der von Fisher und Wilhelmi') angegebenen alkalischen 
alkoholischen Pikrinsiurelésung. Eine Trennung vom Glykocyamidin 
ist dureh Frankonit allerdings nicht modglich. Auch Glykocyamidin wird 
von Frankonit mit adsorbiert. Immerhi 


1 
i 
] 
A 


n werden aber durch Adsorption an 


rankonit WMaecre,  Gile Jaftesche Reaktion storende Stotte ausgzeschlossen. 
> 
» 


Es wurde daher auf dieser Basis die Methodik der Kreatinbestimmung 
unter Verwertung der bisherigen [rfahrungen des Laboratoriums wie folgt 


ausgearbeitet. 


2, Kreatininbestimmung an pflanzlichem Material 


Allgemeine Versuchsanordnung 
Zu den Versuchen kamen 6—7 Tage alte Weizenkeimlinge (,,Seckau“), 
die auf ausgewaschenem und ausgegliihtem Quarzsand im Brutschrank bei 
25—28° gezogen waren. Die von den Resten.des Korns und den Wurzeln 
a 
{ 


30 @ in der Reibschale mit 


beetrennten Pflinzehen wurden in Mengen von 
Yuarzsand fein verrieben, der } 


. ‘ai mit wenig ausgekochtem destilhertem 
Wasser in 250 ccm Kolben- tibergespiilt. Bei entsprechend vorsichtigem 
Vorgehen gelingt es so, den Gewebsbrei fast vollkommen frei von (gUarz- 
sand iiberzuspiilen. .Nach Zusatz der entsprechenden Mengen von Glyko- 


cyamin, Methionin, bzw. anderer zu priifender Stoffe wurde das Volum aut 


100 cem ergiinzt. Bei Verwendung geringerer Mengen von PHanzenmaterial 
wurde das Fliissigkeitsvolum entsprechend reduziert. Glykocyamin wurde, 
ebenso wie die anderen Zusiitze, in einer, einer 0,01-——0,005 mm Endkonzen- 
tration entsprechenden Menge zugesetzt, beim Methionin, das nur als d,! 
Verbindung zur Verfiigung stand, wurde die doppelte Endkonzentration, also 
0.01—0.02 m. gewiihlt. Nach Uberschichten mit. reichlich Toluol wurden 


die Ansiitze im Brutschrank bei 35° unter Sauerstoff- bzw Stickstoffdurch 


leitung 36 {8S Stunden ceschiittelt. 

Die weitere Verarbeitung erfolete nach dem im Laboratorium erprobten 
Vertahren: Absaugcen der croben Gewebspartike! ‘hen auf einer Jenaer Gslas- 
siebplatte, \btrenuung vom Toluol, Enteiweibunge mit Wolframat—Schwefel 
fiure nuch Folin-Wu, Fiillune der Kohlenhydrate mit Kupfer-Kalk. Bei 
dieser Behandlung mit Kupter Kalk wird aueh das zugesetzte Methionin 
fast quantitativ gefillt. Nach Zentrifugicren vom Kupfer-ialk-Niederschiag 


wurde mit verdiinnter Schwetelsiiure gegen Kongo angesauert, das uUuber- 


sechiissice Kupfer durch Schwefelwasserstott gefiillt, vom CuS zentrifugiert, 
= , . . . 

HoS im Luftstrom entfernt und gegen Lackmus genau neutralisiert. Die 
Ll ie | VV ls l rierter Salzsiiure auf einen (sehalt 

n-HE] ewebracht wm h ind Barkan durch lf 20 Stunden 

bei 60 ( Vn] 1} ] des Kreatins 1m Thermostat nr Unser ent 
hendem Verse! halten. [1 wen der Lésung am W rbad aut 
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ein méglichst geringes Volumen, Aufnehmen mit 1,5 n-HCl und quantitatiy 
in einen MeBkolben von 50 cem iiberspiilen, mit 1,5 n-HCl zur Marke auf- 
fiillen. Von dieser Lésung werden — je nach den a erwartenden Krea- 
tininmengen — 1—5 cem entnommen, eventuell aut 5 cem mit 1,5 n-HC] 
ergiinzt und mit 200 mg Frankonit KL 10 Minuten auf der Schiittelmaschine 
geschiittelt. Zentrifugieren, den Frankonit 2mal mit je 5 eem 0,01 n-HC] 
nachwaschen, Wasehwasser méglichst quantitativ abgieben. Zur Elution 
dient die Pikrinsiurelésung von Fisher und Wilhelmi, die aus 25 cem 
gesittigter Pikrinsiurelésung, 25 eem 96°/,igen Alkohol und 7,5 cem 10" olger 
Natronlauge besteht. Pikrinsiiure wurde nach Lieb-Zacherl”) gereinigt, 
die yerwendete Natronlauge muB absolut einwandfrei sein. Der gewaschene 
Frankonit wird in 5 cem der alkalischen Pikrinsiiurelésung aufgewirbelt und 
15 Minuten auf der Schiittelmaschine geschiittelt. Sodann wird das Volumen 
auf 7,5 eem mit destilliertem Wasser ergiinzt und zentrifugiert. In dem 
Zeutrifugat, das absolut klar sein mub, erfolgt die Kreatininbestimmung am 
besten photometrisch. Verwendet wurde das Leitzsche Photometer 1, Leifo" 
bei Verwendung des Filters 530. Als Grundlage der Berechnung diente 
eine an reinen Kreatininidsungen, die in gleicher Weise behandelt wurden, 
erhaltene Eichkurve. Zwischen den gepriiften Konzentrationen — 50—400 y 
<reatinin in 7,5 eem Endyolum — yerliuft die Kurve linear und schneidet 
das Koordinatensystem im Nullpunkt, vgl. die Figur. 
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Bei allen Versuchen lief zur Bestimmung der durch das Glykoeyamidin 
bedingten Korrektur ein Kontrollversuch mit, der simtliche Zusitze 
enthielt, dessen Fermentaktivitit jedoch durch 10 minutenk: unges Erhitzen 
im Wasserbad zerstért worden war. Der so fiir das Glykocy amidin erhal- 


tene Wert wurde, als Kreatinin berechnet, von den Versuchswerten in 
Abzug gebracht. 


Versuchsergebnisse 


Mit der geschilderten Methodik wurde zuniichst die Fiahig- 
keit des Methionins zur Methylierung des Gl; ‘kocyamins gepriift. 
Wie aus nachstehenden Versuchen ersic htlich, W ind die Kreatin- 
synthese durch zugesetztes Methionin um mehr als das 
6—8fache gesteigert. Die fiir das G Glykocyamidin gefundenen 
Werte bewegen sich, wie aus der Tabelle hervorgeht, 


in niedrigen 
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Grenzen und sind fir die Deutung der Versuche belanglos. In 
den Zahlen der Tabelle ist dieser ,.Korrekturwert“ jeweils bereits 
in Abzug gebracht. 

Tabelle II 


In siimtlichen Ansitzen 30 g Keimlinge auf ein Gesamtvolum von 100 eem 
Endkonzentration von Glykocyamin 0,005 m, von d,l-Methionin 0,01 m. 
Versuchsdauer 48", Temperatur 35°, O,-Durchliiftung 





~~ ST eR ORT ME RT NT A NSE NS ee NN NI NC Re RO Be Re 








Versuchs-Nr. Ausitze Ix reatin als Krea 
: | tinin gebildet Zunahme 
und Datum Glykocyamin | Methionin mg/Ansatz 
28. 6. 194] j 
A “ i) (3 8) 
= V Ui 0,7 
5 75 =’ 
Kontrolle sk 4. (0.47)*) 
(aufgekocht) 
28. 6. 194] 
B A G fy Gg 
i) 1,56 156 
“ - 10,20 8,64 
Kontrolle “. oa (0,47) *) 
(aufgekocht) 





*) Korrekturwert fiir Glykocyamidin. Der Wert ist von den Kreatin- 
werten der Tabelle jeweils schon in Abzug gebracht. 


Die mit Methionin erzielte betrichtliche Steigerung der 
Kreatinsynthese legte es nahe, den seiner Zeit schon begonnenen 
Versuch einer priiparativen Darstellung des gebildeten 
Kreatins mit mehr Aussicht auf Erfolg zu wiederholen. Zu 
diesem Zweck wurde ein Ansatz von 80g Keimlingen in 250 ccm 
Wasser, der Glykocyamin in 0,01 m Konzentration, Methionin in 
J,02 m Loésung enthielt, wie tiblich verarbeitet und nach Hydro- 
lyse die auf 180 ccm gebrachte Liésung mit 5g Frankonit ge- 
schiittelt. Nach Zentrifugieren und Waschen wurde der Frankonit 
mit 50cem n-NaOH eluiert, das Eluat genau mit n-HCl neutrali- 
siert und auf ein Volum von 18 ccm eingeengt. 8 ccm der ein- 
geensten Lésung wurden mit dem halben Volum gesiittigter 


alkoholischer Pikrinsiiure versetzt und das Pikrat nach 24 Stunden 


Stehen im Eisschrank abgesaugt und mit eiskaltem Wasser nach- 
gewaschen. Ausbeute an Exsiccator-trocknem Pikrat 18,971 meg. 


Schmelzpunkt (Mikroschmelzpunkt nach Kofler) 214°. Nach 
| Literaturangaben liegt der Schmelzpunkt des Kreatininpikrats bei 


c12—213° 
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. 


Die Hauptmenge des Pikrats wurde am Wasserbad in ver. 
diinnter HCL gelést, die Pikrinsiiure mit Ather ausgeschiittelt uni 
die wiiSrige Loésung mit Magnesiumoxyd bis zur vollkommey 
neutralen Reaktion geschiittelt. Die-neutrale Losung wurde an 
Wasserbad auf wenige Kubikzentimeter eingeengt und mit de 
gleichen Menge ciner gesiittigten alkoholischen Chlorzinklésung 
versetzt. Das sich rasch abscheidende Kreatinin—Chlorzink 
wurde nach 48stiindigem Stehen am Eisschrank abgesaugt, mit 
eiskaltem Wasser nachgewaschen und im Vakuum getrocknet 
Ausbeute 2.987 mg. 

Die mit dem Kreatinin—Chlorzink durchgefiihrte Methylimid. 
bestimmung (Methode Friedrich-Viebick) ergab: 

1,075 mg Einwaage. 3,07 eem 0,01 n-Na,S,O0, f. 0,9618. 

Fiir (C,H,N,0), ZnCl, (362,45) CH, an N Ber. 8,28 Get. 6,88, 


Da mit reinem Kreatinin—Chlorzink die Methylimidbestin. 


mungen eine 0,5°/, nicht iibersteigende Fehlerbreite ergaben, is 


0 
wohl anzunehmen, dai — trotz des stimmenden Schmelzpunktes! 
des Pikrats — das Kreatinin noch mit etwas G lykocyamidin ver: 


unreinigt war. 


Die mit Methionin erhaltenen betriichtlichen Ausschlige er- 
mutigten auch, den Mechanismus dieser Methyliibertragung nihe 


zu untersuchen. Zuniichst war hier die Frage zu entscheiden, 6! 
auch fiir diese Synthese die seinerzeit im hiesigen Laboratoriun 


festgestellte obligate Sauerstoffzufuhr zu Re cht besteht. Das 
ist nun tatsichlich der Fall. Bei SauerstoffausschluB (Durchleiten 
von Stickstoff durch die Versuchsansiitze) bleibt j egliche Kreat- 
synthese aus. Auch der Zusatz von biologischen Wasserstol- 
acceptoren (Cystin) vermag nicht, die Synthese in Gang zu bringen 


Vel. Tab. LV. 


In Bestiitigang der Versuche von Gigante8’) konnte ein Ein 


> : ’ . , ° ° és . 
fuB des Glykokolls auf die Kreatinbildung nicht nachgewiesel 
werden. Aus Griinden der Raumersparnis soll auf die Wieder 


gabe dieser Versuche verzichte et werde nO, el NSO wie aut die ¥ 
Versuchen, in denen die Moéglichkeit einer Synthese des Ireatin 


aus Glykokoll und Methionin tiber die Uraminosiiure —> Guanidit- 

TTT Qf 7 ae” PAE Cane , : T a ver 
alata in Betracht gezogen wurde. Auch diese Versuche ve! 
liefen vollkommen negativ, so daB dieser Wee zumindest fiir dé 


a 


hier gewiihlte Versuchsanordnung nicht in Krage kommt. 


* Oak > L 1° , on P ° a 
Wie erfolgt nun die Methyliibertragung vom Methionin a%| 


den Stickstoff des Glykocyamins? Der 
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Tabelle IV 


In den Ansiitzen je 6g Keimlinge auf ein Gesamtvolnm yon 20 cem. Glvko- 

cyamin, Cystin und Cystein 0,01 m Endkonzentration, d,1-Methionin 0,05 1. 

Versuchsdauer 48", Temperatur 36°. Nr. 1—4 O,-Durchliiftung (aerobe Reihe), 

Nr. 5—10 N,-Durchliiftung (anaerobe Reihe). Der Glykocyamidinwert ist 
jeweils von den Kreatinwerten in Abzug cebracht 


Pap) 





weet re ee 





: ; Ausiitze | Kreatin als Krea- 
Versuchs-Nr. pee 17 
es AT o4] tinin gebildet 
und Datum sacs es MLCUOLO Cvatin Ovstein 7 
eyamin nin : ri mg) Ansatz 
KAN 
12. VIL. 42 | 
] j 0 UJ i) ij 
2 + 6 ( G 0.88 
3 + + v (5 4,12 
| | + GB i) 1,16 
A 4. 4) Kj ij (j 
G obs ohn 4 Gj (0,018) 
fi “+ i) iy - (0,004) 
le) +- +- 4 abe. (Q.014) 
9 i 4 i (0,013) 
10 + i + i (O,018) - 





chanismus der Ubertragung: R-SCH,+HN-R, -> R-SH+CH,N-R, 
miibte zur Bildung des Homocysteins bez. da die Methylierung 
ja nur bei Gegenwart von Sauerstotf vor sich geht, zum Disultid, 
dem Homocystin, fiihren. In keinem Fall ist es aber gelungen, 
das Auftreten von Sulfhydrilverbindungen mit der so emp- 
findliichen Nitroprussidreaktion oder der Feiglschen Jod- 
azidprobe**) nachzuweisen. Auch Disulfidbindungen treten 
nicht auf, es konnte weder durch Zusatz von Cyanid eine positive 
Nitroprussidreaktion erhalten werden, noch fiel die Schwelelblei- 
probe positiv aus. Das obligate Sauerstoffbediirfnis der Methy- 
lierungsreaktion legte es nun nahe, daran zu deuken, dab bei der 
Methyliibertragung der Schwefel gleichzeitig oxydiert werden 
kénnote. Tatsiichlich ergaben zuniichst orientierende Versuche in 
allen Ansiitzen, in denen eine Kreatinsynthese durch Methionin 
erzielt worden war, qualitativ gegeniiber den Kontrollen einen 
recht betriichtlichen Ausfall der Suliatreaktion mit Barium- 
salzen., 

Um halbwegs einen Anhaltspunkt zu erhalten, wurden in 
einem Versuch aliquote Teile des Ansatzes nach Entfernung der 
Gewebspartikelchen mit Salzsiinre angesiiuert und bei Wasser- 


i oe } ss oe ce LA ‘ ‘) vat. llay ’ £ 
badtemperatur mit Bariumchlorid getillt, das ausgelallent basO, 
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auf Mikrogoochtiegeln gesammelt und in tiblicher Weise bestimmt, 
Der Rest der Ansiitze wurde in wblicher Weise zur Kreatinin. 
bestimmung aufgearbeitet. ‘Tab. V gibt die Ergebnisse wieder. 


Tabelle V 


In den Ansiitzen_je 10 g¢ Keimlinge auf ein Gesamtvolum von 30 ccm, 
Glvkoevamin 0.01 m, d.1l-Methionin 0,02 m. Versuchsdauer 36°, 
Temperatur 35°, O, Durchliiftung 





ZAusiitze Kreatin als a H,SO, als 
“ersuchs-Nr. , - LAu- oO 
Versuchs-N1 Giv] Moth; Kreatinin BaSO, 
] ay . riIVKOQO- C@LOLO- ‘ ) 
und Datum yx : ~~ nahme ‘ age 
leo aiwins nit mg Ansatz mg, Ansatz 
S | 
Zi, 9, 4] G | G (36,17 ¥) G — 
4. 6 0,893 0,893 3,765 
a a 1,370 6,977 7,440 
Kontrolle 4. a (0,303) *) : 














(aufgekocht) 





*) Korrekturwert fiir Glykoecyamidin. Der Wert ist von den Kreatin- 
werten der Tabelle jeweils schon in Abzug gebracht. 


Wie aus den Zahlen der Tab. V eindeutig hervorgeht, ist in 
dem;Ansatz mit Methionin eine die im Versuch mit Glykocyamin 
allein nachweisbare Schwefelsiuremenge um fast das Doppelte 
iiberschreitende Mehrbildung von Sulfat nachweisbar. 

Rechnet man yon dieser mehrgebildeten Schwefelsiiuremenge 
auf Methionin und weiter auf Kreatinin um, so entspricht die 
Mehrbildung an Schwefelsiiure einem Umsatz von 2,848 mg Me- 
thionin bzw. einer Menge von 1,779 mg Kreatinin, ‘das sind 25,5), 
der mehrgebildeten Kreatininmenge. 

Aus auberen Griinden konnten leider erginzende Versuche 
in quantitativer Richtung nicht durchgefiihrt werden. Weitere 
Schliisse aus einem einzelnen Versuch zu ziehen verbietet sich. 
Kines geht aber aus den qualitativen und dem einen quantitativen 
Ergebnis mit Sicherheit hervor, daB bei dem ProzeB der Trans 
methylierung gleichzeitig Oxydation des Schwefels des Methionins 
-erfolgt mit weiterer Abspaltung eines Teiles des oxydierten 
Schwetfels als anorgasisches Sulfat. 

Uber die Zwischenstufen dieser Oxydation erlauben die vor- 
liegenden Ergebnisse noch keinen SchluB. Sie sollen weiterhin 





Gegenstand der Untersuchungen des Laboratoriums sein. Immer: 
hin liegen aber in der Literatur bereits Angaben vor, welche aul 
die miglichen intermediiiren Vorgiinge hinweisen, 
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Nach den Untersuchungen von Baernstein?4), die von 
fiegel und du Vigneaud*’) bestitigt wurden, erfolgt die Ab- 
spaltung der Methylgruppe des Methionins unter Kinwirkung von 
Jodwasserstoff derart, daB das Thiolacton des Homocysteins ge- 
bildet wird. Von Toennies und Callan?) wurde die Reaktion 
derart formuliert: 


CH,—S—CH, CH, CH,—SH 

i — CH,OH S bi \ + HO 

DH, a. Hg = | > CH, 

CHNH, ~< - CHi,on CHNH,, i HO CHNH, 
= CC OH ( y——- C—_ CC JOH 

Methionin Thiolacton 


Homocystein 


des Methyls als Methylalkohol denkbar, der gewissermaBen in 
statu nascendi als Methylierungsagens wirkt. 

Der weitere Weg der Oxydation des Schwefels kénnte vom 
Homocystein iiber die Sulfensiure R-SOH zur Sulfinsiiure R-SO,H 
und weiter zur Sulfosiiure fiihren. Die Bildung der Sulfensiiure 
als Zwischenstvie der Oxydation der Sulfhydrylgruppe zur Di- 
sulfidverbindung is’ bereits von Mathews**) postuliert worden 
und von Schéber! und Eck?*) fiir die Hydrolyse der Disulfid- 
bindung wahrscheinlich gemacht worden. Nach Schoéberl und Eck 
ist die Bildung der Sulfinsiiure als Disproportionierung der Sulfen- 
siiure entsprechend der Formulierung 2R-SOH — RSO,H + RSH, 
also als intermolekulare Sauerstoftverschicbung, aufzufassen. Die 
Bildung der Sulfensiiure bei der Oxydation des Cysteins (,,Sulfoxy- 
cystein“) ist schlieblich von Toennies**) bewiesen worden. Fiir 
die Abspaltung des Schwefels aus dem nach Entmethylierung ge- 
bildeten Homocystein kiime aber auch der von Schéberl und 
Eck gezeigte Weg in Frage, der durch Abspaltung von Schwefel- 
wasserstoff aus der Sulfensiure R—C H,—S:0H > R-CHO + H,S 
zur Bildung der Aldehydsiure fihrt. Die von uns nachgewlesene 


Auch unter diologischen Bedingungen wire die Abspaltung 


Schwefelsiure miiBte nach dieser Annahme sekundiir durch Oxy- 


dation des Schwetelwasserstotis entstanden sein. Wir mdchten 
jedoch diesen Weg nicht fiir walrscheinlich halten und der An- 
nahme, daB die nachgewiesene Vermehrung der anorganischen 
Schwefelsiiure aus einer Spaltung der Sultosiure (Homocystein- 


(Tra iT} 
ars be il. 


siiure) herriihrt. den Vorzug 
Noch ein Weg der Meth 


gezogen werden. Nach den 


yliibertragung muB aber in Betracht 
| 


ntersuchungen von ‘oennies und 
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Kolb2%) wird Methionin leicht zum Sulfoxyd R-SOCH, oxydiert, 
Durch H,O, ist Methionin weitaus leichter zum Sulfoxyd zu oxy. 
dieren als Cystein und Cystin. (Toennies und Callan**)] Ks 
wire also auch daran zu denken, dai das Sulfoxyd des Methionins 
als Vorstufe der ‘Transmethylierung in Frage kommt. Das Sulfoxyd 
kann nun in Fiitterungsversuchen, wie Bennett*) zeigte, das 
Methionin eg lag ly vertreten. Da die biologische Wirkung 
des Methionins in den Fiitterungsversuchen zweifellos seiner Me. 
thylierungst ahi veh zukommt, muB auch dem Sulfoxyd die gleiche 
Fahigkeit zugesprochen werden. Nun wire immerhin denkbar, 
daB das verfiitterte Sulfoxyd im Organismus wicder zum Sulfid 
reduziert wird. Nach der Resistenz, die das Methioninsulfoxyd 
gegeniiber der Reduktion durch Jodwasserstoff zeigt, ist es aber 
wahrscheinlich, dafi es als solches zur Wirkung kommt. 


If. Die Synthese von Betain aus Glykokoll und Methionin 
durch etiolierte Weizenkeimlinge 


Wie im vorstelenden berichtet, hat sich Glykokoll auch in 
Kombination mit Methionin bei der Kreatinsynthese als voll- 
kommen negativ erwiesen. Als nun derartige Ansiitze qualitativ 
auf eine eventuelle Bildung von anorganischem Sulfat gepriitt 
wurden, ergab sich eine ganz analoge Vermehrung der Schweitel- 
siure wie bei den Ansiitzen Glykocyamin + Methionin. Das legte 
den Gedanken nahe, ob nicht das Glykokoll durch Methionin 
zu dem der Leistung des pflanzlichen Organismus adiquateren 
Betain methyhert wird. Das ist, wie die Versuche ergaben, 
tatsiichlich der Fall. 


Die Verarbeitung der Ansiitze auf Betain geschah in der Weise, dab 
die durch Wolframat-Schwefelsiiure enteiweiBten Filtrate nach der Kupfer- 
Kalk-Fillung und Entfernung des iiberschiissigen Kupfers mit H,S und 
Durchliiftung mit konzentrierter HCl angesiiuert und mit Phosphorwolfram- 
siiure bei der Temperatur des siedenden Wasserbades gefillt wurden. Nach 
Stehen tiber Nacht im Eisschrank wurden die Phosphorwolframate aut ge 
hirtetem Filter abgesaugt, mit eisgekiihlter salzsaurer Lésung von Phosphor 
w olframsiiure nachge waschen und in verdiinnter Salzsiiure suspendiert. Die 
Zerlegung der Phosphorwolframate erfolete in iiblicher Weise mit Amy! 
alkohol-Ather. Die salzsaure Lésung der Basen wurde am Wasserbad zur 
Trockne verdampft, der Basenriickstand im 


Vakuuin eetrocknet und nach 
der Methode von Schulze und Frankfurt’) bei Zimmerte mperatur mit 
absolutem Alkohol extrahiert. Die in Lésun 


fraktion) wurde am Wasserbad zur ‘Trockne a earl der alkoholuniéslicht 


das Betuin betindet, wurde 12 
mit festem Natriumbicarbonat 


eehende Fraktion (Cholin- 


Riickstand de# Chlorhydrate, in dem. sich 
moglichst wenig Wasser aufgenommen und 
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Die Methylierung durch pflanzliche und tierische Gewebe 111 


bis zum Verschwinden der positiven Kongoreaktion versetzt und neuerlich 
am Wasserbad zur ‘Trockne verdampft. Nach Trocknen im Exsiceator 
wurde das freie Betain mit absolutem Alkohol extrahiert und in gewogenem 
Schiilchen der Alkohol verjagt, getrocknet und gewogen. 

Das Betain wurde durch das Pikrat (Schmelzp. 181°) und 
das Platindoppelsalz identifiziert. In einem aliquoten Teil des 
von den Gewebspartikelchen befreiten Ansatzes wurde, analog wie 
in den Kreatininversuchen, anorganisches Sulfat bestimmt. 


Tab. Vi gibt das Ergebnis eines derartigen Versuches wieder. 


Tabelle VJ 


In den Ansiitzen je 30g Keimlinge auf ein Gesamtvolum von 100 cem. 
Glykokoll 0,01 m,d,1l-Methionin 0.02 m. Versuchsdauer 36°, 
Temperatur 37°, O,-Durchliiftung 





° > n4 . 
Versuchs-Nr. Ausitze petain- | 11,80, als BaSO, 
fraktion siti. ‘ 
und Datum Glykokoll Methionin ing-Ansatz mg/Ansatz - 
GM 
21. LX. 42 + ) O,8 17,63 
+ + 9,5 27,89 











Die durch Methionin erzielte Steigerung der Betain- 


bildung betrigt hier tber~ das 6faches der im Versuch mit 
| Glykokoll allein ermittelten Menge. 


Rechnet man von der Mehrbildung an Schwefelsiiure um auf 
umgesetztes Methionin, so ergibt sich allein ‘aus der Zunahme an 
anorganischem Sulfat ein Umsatz von 6.556 mg Methionin, der 
1,715 mg Betain, das sind rund 34,3°/, der mehrgebildeten Menge, 
entspricht. 

In einem Versuche wurde in dem Ansatz Glykokoll + Me- 
thionin gleichzeitig eine betriichtliche Steigerung der Cholinfrak- 
tion (auf tiber das Tfache des Wertes, der mit Glykokoll allein 


jgefunden wurde) beobachtet. Da eine Nachpriifung dieses Ergeb- 


hisses nicht erfolgen konnte, soll daraut weiter nicht eingegangen 
werden. 
Zusammentassung 


| 


Fassen wir die Ergebnisse unserer Untersuchung zusammen, 





so fiihren sie zu folgenden Feststellungen: 


l. Versuche, eine Trennung von Kreatin bzw. Kreatinin 
von Glykocyamin baw. Glykocyamidin durch elektive Ad- 
sorption zu erreichen, fiihren nicht zum Ziele. Weder Per- 
mutit noch Kaolin, Fullererde, Aluminiumhydroxyd oder 


























142 HK Barrenscheen und Tiber+yonVatyi-Nagy, 


Tierkohle adsorbieren aus neutraler oder saurer Lésung elektiy 
und ¢ ge sal 

Frankonit KL adsorbiert aus einer 1,5—2n-HCl-hg]. 
den pte Kreatinin quantitativ. Glykocyamidin wird dabe; 
mit adsorbiert. Das adsorbierte Kreatinin liBt sich durch alka. 
lische alkoholische Pikrinsiurelésung quantitativ eluierep, 
Auf dieser Basis wurde die Kreatinbestimmung weiter ausgebaut, | 

8. Methionin steigert die mit Glykocyamin allein beob. 
achtete Kreatinsynthese durch Weizenkeimlinge um das 6 bis 
Sfache. Das gebildete Kreatin konnte als hKreatininpikratenné | 
durch Analyse der Kreatinin-Chlorzinkverbindung identifiziert | 
werden. 

4. Der ProzeB der Transmethylierung ist ein obligat 
aerober, wie in Bestiitigung der seinerzeitigen Bet unde” wn*| 
Barrenscheen und Pany erneut nachgewiesen wurde. Zusate | 1 
biologischer Wasserstoffacceptoren, wie Cystin, kann den Sauer} = 
stoff nicht ersetzen. 7 

Bei der Ubertragung der Methylgruppe des Methionins | 
auf Glykocyamin wird offenbar der Schwefel des Methionin: 
eleichzeiig oxydiert. Das Auftreten von Sulfhydrilgrupper 2 
(Homocystein) bzw. emer Disulfidbindung (Homocystin) komt ; 
niemals nachgewiesen werden, dagegen die Bildung von anorga- 
nischem Sulfat. In einem quantitativ durchgeftihrten Versuch a 
wurden rund 25°), der dem umgesetzten Methionin entsprechenden 
Schwefelmenge als anorganisches Sulfat nachgewiesen. Die mig- 
lichen Zwischenstufen ones Prozesses werden diskutiert. 

6. Glykokoll, das in Kombination mit Glykocyamin — also 
als hypothetisches Methylierungsmittel — ebensowenig die Kreatin- 
synthese steigert, wie es in Kombination mit Methionin zur Kreatin- 
bildung fiihrt, wird bei Gegenwart von Methionin durel 
pilanzliches Gewebe zu Betain methyliert. Auch bei diese: 
Transmethyherung wird der Schwefel des Methionins oxy diert. 
Uber ein Drittel der dem umgesetzten Methionin entsprechenden 
Schwefelmeiige konnte als anorganisches Sulfat gefiillt werden. 


en adnan 
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Uber die Spezifitat der °-Oxybuttersiuredehydrase 


‘ 
a 


\ 
i) 


Konrad Lang 


7 . "Gy e- t 7 ces Oy “ra Vay io , 
Die Oxybuttersiuredehydrase ist 1909 von Wakeman und 

2" See ae teers: Pe ee Oe ee eee ee: 5 

Dyakin?) in der Leber entdeckt worden. Merkwiirdigerweise wurde 


dieser Dehydrase wenig Interesse entgegengebracht. Aui einige 
unwesentliche Arbeiten, die nichts weiter als eme bestitieung 
+ ‘ . 1 . ie aie 4 . , Bi ’ 
der Existenz des Knzyms waren, folete erst 1956 eine ausfiilr- 
C24 : *4 * : . ‘ : a, 4 ’ oe oy oe : 1° ae 
lichere Mitteilung won Green und Brosteaux’), welche die Oxy- 
s3TT 2 $) ? | h rd 26 1 ae : \ Hy "y_Ys? Lal fn 1, ] ore ’ y 
muttersauredqebyarase auch Wn QerzZzmuskei ranaen UU sle Vol 
a 


der Milchsiiuredehydrase abtrennen konnten. Green, Dewan 


und Leloir®) beschrieben die Darstellung eines weitgehend 


oe. 
reinigten Priiparates und gaben an, daB 


a ] } r7 ty : , y*s)\% 
a die Dehydrase zu ihrei 


4° 


Wirkung Cozymase als Co-Ferment benitige. Sie beschiftigten 
sich auch mit der Kinetik der enzymatischen Dehydrierung det 
3-Oxybuttersiure und wiesen nach, daB die Reakt versibel 


f ia) ¥*¢ trae) , 
< CLION tUVOULSiIVvul 


ist und dab die Dehydrierung durch die Anhiufung von Acet- 
essigsiture gehemmt wird. Die Autoren fanden die Dehydrase 11 
Herz, Leber, Nieren und Muskel, den héchsten Knzymgehalt hatte 
unmer der Herzmuskel. Auch die 


\ t y? CY) Th) =a) mL) . > 6431 ee oe ge ‘ a) y . 7 \ . ] 
yurde von ihnen schon aulgeworlen., ihre Versuche ergaben, daf 


von den Oxybuttersiiuren lediglich die 6-Oxybuttersiiure dehy driert 
wurde, @- und y-Oxybuttersiiure wurden nic 


x 1 ig, | ° : ee 
Frage nach der Spezititat 


— 


ht angegrifien., Gleich- 


{ 
falls nicht angegriffen wurde die $-Oxypropionsiure. Spiiter be- 


schattigte sich noch Hoff-Jérgensen) mit dieser Dehydrase. 
Hr nahm Redoxpotentialmessungen in d 


lem System’ @-Oxybutter- 
) ; V } 6 ‘ ot ee . y* es . ’ 
siituredehydrase- Acetessigsiiure vor und | stiitiate die vollige R ever: 
phyaits | ) . ; \ os 

sibiitit. der Reaktion 3-Oxybuttersiiure s 


— 


= Acetessigsiure 


J. of Biol. Cher {5 (}4( )f 

Biochemie. J. 0, L489 (1936 

Biochemie. J. ol, 934 (1937) 

Skand. Arch. Physiol. SO Lit 
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Uber die Spezilitit der 5-Oxybuttersiuredehydrase 115 

Der I rage nach der Spezifitit der 8-Oxybuttersiiuredehydrase 
koramt ¢ . besonderes Interesse im Hinblick auf den Mechanismus 
des Abbaues der Fettsituren im intermediiiren Stottwechsel zu. 
Nach der klassischen und in den Lelirbiichern vertretenen Auf- 
fassung vollzieht sich der Abbau der héheren Fettsiiuren stufen- 


weise, wobei durch jeweilige Oxydation am Kohlenstoffatom 


f- 
die um 2C-Atome frmere Siure entsteht. Diese Folge vor 


7 } } 1 ee | \ ° 
} VKtlIOnen Wi! SO ial rugveEseiZ 1) nacn Durchlaufen cle 
‘ , 4 4 4 i 4 . } » 
Stl 1en. -()xyl LL Sail \ esau Cit \ Uistindig Oxyd Lt10 
' ‘ ry } . eo (Dy i] . es ° ° 
, titwa \Oy } } AN 6) } : J rxrces "Oy 1it + t 
rfoigt. St rerobel mubhten alle 3-Oxysiiuren mit elnem ver iden 
i ‘ 


1? 1 ra i a = ee j ; 
Aonienstotiatom AWwIis¢ lenprodukte sein uhad Zu der ents sprechen- 


IZ +s er _ 
len Ketosiiure dehydriert werden kénnen. Ich habe mir daher 
aie. a _ kc, aye 1°: . 

die Krage vorgelegt, ob die ¢@-Oxybuttersiiuredehydrase imstande 
: ° 1 a 1 } ’ ° 

ist, die héheren Homologen ¢ der ¢-Oxybuttersiure zu dehydrieren. 


a 
ia } roe /Y .¥? a’ ons y + 2) . ‘ . 4 ot, , We 
Die Darstellung det oe waaalnaate erfolgte zuerst nach 


} 


den Angaben von Green, Wewan und Leloir’). Bei 4 Auf- 


arbeitungen von Schweineherzen konnten jedoch keine wirksamen 
Priparate erhalten werden. Sie heen sich auch micht dureh 
Zugabe von Cozymase, Hete- oder Leberkochsiiften aktivieren. 
Vaugegen gelang es ohne weiteres, nach Hoft-Jérgensen‘) gut 
wirksame Extrakte zu erhalten. Versuche, an Stelle von Schweine- 
herzen Hundeherzen als Ausgangsmaterial zu verwenden, schlugen 
fehl, da gar ht od g 
wurden. FHiir alle Versuche dienten daher ausschheblich nach 
Hott-Jérgensen aus Schweineherzen Avapacielllee Hxtrakte. 

Als Substrate dienten nares eteeretee d,l-9-Oxyvalerian- 
sure, ek aie bee abi amiaaile d,l-3-Oxyénanthsiure, d,l-9-Oxy- 
caprylsiure und d, Ppa ype a ee Darstellung und Eigen- 
schaiten der bisher noch unbekannten 3-Oxyonanthsiiure und 
3-Oxycaprylsiure werden von I’. Adickes*®) an anderer Stelle 
rnitgeteilt. 

Die Dehydrierung der Substrate wurde in der Warburg- 


Apparatur durch Messung der Sauerstoffauinahme verto:gt. Wi 
y e } we j " ) . 7 ; rays A “Fy cy | 
die Pabelle Zel1ot~ in der aiS Del piel eIn Versuch wWwlegergevgeveh 


1 1 } Peta (ees ona 
e untersucnten Homoloven der $-Uxybuttersaure 


: < Cts EE ] 
St. wurden al 


Pe TNE OEE eee eee 2 i See reap cleichgoiiltig } ig 

etwa aem TieiCnen UNDMUANEC Genyariele, OWeICVLSULtTIS OV SI 

eine gerade oder’ ungerade Anzahl von Kohlenstofiatomen  ent- 

ilten. Das Zu dieser Messun verwendete Hermenutpriiparat 

ach Hoft-Jé6rgensen ist fe sehr unrein. Mit Sicherheit 
but 15 hte 1) l (; 
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An unsere Mitarbeiter! 


a Ks ist unbertingt notwendig,—dafmalle eiugehenden Mitteilungen ingut les-__ 
| barer, moglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nachtrdgliche Anderungen 
verursachen wesentliche Kosten, die sich naturgemaf auf die Preisgestaltung 

EN der Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn ste nicht den Herren Verfassern 

4 berechnet werden sollen. Leicht lesbar abgefafte Schriftsdtze ermodgiichen auch 
der Schriftleitung eine raschere Priifung als schwer leserliche 
infolgedessen schneller zum Druck gelangen. 

ra 


und kénnen 





Fiir die niichsten Hefte sind Arbeiten eingegangen von: 
Karl H. Schmidt; Hans Lettré (2 


G. Méckel; 


); K. Schuwirth; M. Schenck; Franz Lanyar; 
K. Myrbiick und E. Hans Lettré und 
Hans Fernholz; H. Albers, A. Schneider und I. Pohl. 


Vasseur; J. Briickner; 
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Bitte Druckschriften anfordern vom 
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Bliichers-Auskunftsbuch 


fiir die Chemische Industrie 


16., véllig umgearbeitete Auflage, besorgt von JOACHIM 
WINCKELMANN. Oktay. 1022 Seiten. 1942. Preis RM 30.— 


Trotz mancherlei Schwierigkeiten ist es gelungen, wieder eine Neuauflage des 
Bliicher herauszubringen. Bei dem grofen Interesse, das man dem Budh ent- 
gegenbringt, wird diese Neuauflage yon der gesamten chemischen Industrie 
begriift werden, denn seit dem letzten Erscheinen hat sich eine grofe An- 
zahl yon neuen Tatsachen ergeben, die wesentlich sind. Dabei konnten auch 
vielfach Anregungen aus der Industrie bericksichtigt werden, so da$ der neue 
Blacher mehr noch als bisher ein zuverlassiges Nachschlagewerk darstellt. 
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